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Atualmente, os anticorpos monoclonais (mAbs) apresentam-se como a classe 
prevalente de proteínas recombinantes terapêuticas para o tratamento de 
diversas doenças, incluindo o cancro (ex: cancro da mama, leucemia e cancro 
da próstata), doenças autoimunes (artrite reumatoide e doença de Crohn), asma 
e doenças cardiovasculares e infeciosas. Embora o processamento a montante 
de mAbs, e em particular da imunoglobulina G (IgG), tenha vindo a melhorar 
consideravelmente ao longo dos últimos anos, o processamento a jusante não 
tem progredido a esse mesmo ritmo, sendo atualmente considerado a etapa 
limitante da produção de IgG. A plataforma estabelecida para a sua purificação 
compreende uma etapa primária de captura do anticorpo através de 
cromatografia de afinidade com proteína A, seguido de duas etapas 
cromatográficas subsequentes de purificação. Apesar de este ser o método 
predileto da indústria, existem limitações atuais decorrentes da utilização de 
cromatografia, nomeadamente os elevados custos associados ao processo e 
ainda limitações intrínsecas ao próprio ligando. Neste sentido, os sistemas 
aquosos bifásicos (SAB) apresentam-se como uma valiosa alternativa não-
cromatográfica, permitindo a redução de custos e do número de etapas 
envolvidas no processo, comparativamente aos métodos convencionais. No 
entanto, os SAB tradicionais constituídos maioritariamente por sais e/ou 
polímeros têm-se mostrado pouco seletivos, resultando em baixos rendimentos 
e fatores de purificação. Por outro lado, os líquidos iónicos (LIs) são uma nova 
classe de solventes que permitem manipular a polaridade e afinidade das fases 
coexistentes através de uma escolha adequada da sua estrutura química. 
Apesar desta possibilidade, a sua aplicação na formação de SAB para a 
extração e purificação de IgG ainda não foi reportada na literatura. Assim sendo, 
neste trabalho estudaram-se vários LIs como adjuvantes, em várias 
concentrações, em SAB convencionais PEG/Fosfato e PEG/Dextrano, para a 
extração seletiva e posterior purificação de IgG diretamente de sobrenadantes 
de linhas celulares desenvolvidas a partir de ovário de hamster chinês (CHO). 
De acordo com os resultados obtidos, é possível constatar que a presença de 
LIs como adjuvantes permite manipular a polaridade e afinidade das fases 
coexistentes dos SAB, aumentando o seu potencial de extração para a IgG. Mais 
ainda, o sistema constituído por PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H2O + 20% 
[C4mim]Br demonstrou-se extremamente promissor para a extração seletiva e 
posterior purificação de IgG, possibilitando a extração de IgG para a fase rica 
em PEG com um rendimento de 82% e com um grau de pureza de 64% em 
apenas uma etapa. Neste contexto, foi assim desenvolvida uma nova plataforma 
de extração e purificação de IgG diretamente a partir de sobrenadantes de 
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abstract 
 
Currently, monoclonal antibodies (mAbs) are the most prevalent class of 
recombinant protein therapeutics for the treatment of several diseases, namely 
cancer (e.g.: breast cancer, leukemia and prostate cancer), auto-immune 
disorders (rheumatoid arthritis and Crohn’s disease), asthma, and 
cardiovascular and infectious diseases. Although the upstream processing of 
mAbs, especially immunoglobulin G (IgG), has improved considerably in the last 
years, the downstream processing has not evolved at the same pace and is 
currently considered the bottleneck in the manufacturing of therapeutic IgG. The 
established platform for IgG purification comprises a capture primary stage of the 
antibody using protein A affinity chromatography, followed by two subsequent 
chromatographic purification steps. Although this is the industry golden standard 
purification platform, there are some problems arising from the use of 
chromatography, such as the high cost associated to the process and also some 
intrinsic limitations of the ligand itself. In this context, aqueous biphasic systems 
(ABS) can be highlighted as a promising non-chromatographic alternative, taking 
into account their advantages resulting from a reduction of the costs and number 
of steps involved in the process when compared with conventional methods. 
However, traditional ABS mainly composed of salts and/or polymers are not 
selective, resulting in low yields and purification factors. On the other hand, ionic 
liquids (ILs) are a new class of solvents which allow the manipulation of the 
polarity and affinity of the coexistent phases by an appropriate choice of the 
chemical structure of the IL. However, and despite this possibility, their 
application in the formation of ABS for the extraction and purification of IgG has 
not yet been reported in the literature. In this context, herein in this work, several 
ILs were studied as adjuvants in different concentrations, in conventional 
PEG/Phosphate and PEG/Dextran ABS, for the selective extraction and further 
purification of IgG directly from Chinese Hamster Ovary (CHO) cell culture 
supernatants. According to the obtained results, it was demonstrated that the 
presence of ILs as adjuvants allowed the manipulation and the tailoring of 
phases’ polarities/affinities, increasing ABS extraction potential towards IgG. 
Moreover, the system composed of PEG 3350 + dextran 500 kDa + H2O + 20% 
[C4mim]Br has lead to extremely promising results concerning the selective 
extraction and further purification of IgG, achieving extraction yields of 82% for 
the PEG-rich phase with a purity level of 64% in a single-step. In this context, 
novel ABS composed of IL as adjuvant is proposed as an effective platform for 
the extraction/purification of value-added IgG directly from CHO cell cultures 
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Figura B. 1 – Exemplo de uma curva de calibração tipicamente utilizada para a 
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soluções stock de IgG Gammanorm com concentrações compreendidas entre 0,2 mg/L e 
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Anexo C  
 
Figura C. 1 – Exemplo de uma curva de calibração tipicamente utilizada para a 
quantificação de LIs por quantificação do anião Cl- através de elétrodo seletivo de 
cloretos, obtida através de uma solução stock de KCl com concentrações compreendidas 





Anexo D  
 
Figura D. 1 – Exemplo de uma curva de calibração tipicamente utilizada para a 
quantificação das proteínas totais pelo método de Bradford, obtida com a BSA como 
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1.1. Âmbito da investigação 
Nos últimos anos, têm vindo a emergir microrganismos multirresistentes que 
apresentam mecanismos de resistência aos antibióticos e a terapias convencionais, 
doenças que não respondem a terapias convencionais, assim como indivíduos cujo 
sistema imune é insensível à vacinação comum. Estes acontecimentos têm fomentado o 
desenvolvimento de terapias, alternativas, entre as quais constam os biofármacos, e em 
particular os anticorpos [1]. Os biofármacos têm melhorado consideravelmente o 
tratamento de várias doenças, e por vezes apresentam-se como a única terapia aprovada 
e disponível para as mesmas [2]. Por definição, os biofármacos são produtos de origem 
biológica, de elevado peso molecular, com uma composição molecular difícil de definir 
uma vez que são provenientes de misturas heterogéneas a partir de organismos vivos, 
células, animais ou plantas [3, 4]. Estes podem então tratar-se de proteínas recombinantes, 
anticorpos ou até mesmo ácidos nucleicos ou produtos derivados destes. Assim sendo, 
estes produtos de base biológica possuem várias aplicações em áreas de interesse para a 
medicina, nomeadamente na imunização, e no tratamento de doenças oncológicas, 
autoimunes, cardiovasculares, inflamatórias e neurológicas [2]. Contudo, apesar de em 
muitos casos os biofármacos serem a única terapia disponível, o custo de produção de 
anticorpos de elevada qualidade/grau de pureza para aplicação em imunoterapia passiva 
continua bastante elevado devido à inexistência de um método de purificação eficaz e 
economicamente viável, o que tem condicionado portanto a sua aplicação em larga escala 
e como terapia recorrente [5].  
Os anticorpos monoclonais (mAbs) apresentam-se como a classe prevalente de 
proteínas recombinantes terapêuticas utilizadas para o tratamento de diversas doenças, 
nomeadamente o cancro (como por exemplo o cancro da mama, leucemia e cancro da 
próstata), doenças autoimunes (artrite reumatoide e doença de Crohn), asma e doenças 
cardiovasculares e infeciosas [6]. No que concerne à produção de mAbs terapêuticos, um 
dos aspetos mais desafiantes no âmbito do mercado biofarmacêutico é o facto de serem 
requeridas doses terapêuticas bastante elevadas, culminando numa crescente necessidade 
de se obterem elevadas quantidades de mAbs puros [7]. Os anticorpos são um produto 
biológico que pode ser produzido a partir de linhas celulares e extraído do seu 
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sobrenadante extracelular, sem qualquer processo de purificação prévio, exibindo 
consequentemente um elevado conteúdo de impurezas. Assim, atualmente a produção de 
anticorpos terapêuticos compreende duas etapas principais: o processamento a montante 
(upstream), que consiste na produção de anticorpos por linhas celulares obtidas a partir 
de células mamíferas; e o processamento a jusante (downstream), que consiste na 
recuperação, purificação e isolamento dos anticorpos da debris celular, meio de 
processamento e biomoléculas contaminantes [15]. De facto, o processamento a montante 
dos mAbs tem melhorado consideravelmente nos últimos anos. Por sua vez, o 
processamento a jusante não tem progredido a esse mesmo ritmo, sendo atualmente 
considerado a etapa limitante da produção de mAbs [8, 9]. Uma vez que se pretende que 
estes anticorpos sejam obtidos com um grau de pureza excecional a partir da matriz 
complexa que é o sobrenadante, o processo a jusante consiste no passo crítico de todo o 
processo [10].  
Atualmente, a purificação de mAbs é efetuada através de uma plataforma de extração 
que engloba três etapas cromatográficas, compreendendo uma etapa primária de captura 
do anticorpo através de cromatografia de afinidade com proteína A (cromatografia proA), 
seguido de duas etapas subsequentes de purificação de modo a remover as proteínas 
celulares remanescentes, ADN, proteína A que tenha sofrido lixiviação da coluna de 
afinidade, agregados, e ainda providenciar um nível adequado de remoção viral [11, 12]. 
A cromatografia proA baseia-se na interação altamente específica entre a região Fc dos 
mAbs e a proteína A imobilizada, a qual é um componente da parede celular de uma 
bactéria designada Staphylococcus aureus, e que permite obter purezas superiores a 99% 
num único passo [13]. Embora este seja o método predileto pela indústria para obter 
elevadas eficiências de extração e elevada seletividade, existem algumas limitações 
decorrentes da utilização da cromatografia, nomeadamente os elevados custos associados 
ao processo – os quais podem ser até 10 vezes superiores comparativamente com os 
suportes cromatográficos convencionais [8] – e ainda limitações intrínsecas do próprio 
ligando. Estas limitações incluem: i) a possível lixiviação do próprio ligando e a sua co-
eluição juntamente com o anticorpo-alvo, ii) a baixa estabilidade face às severas 
condições de higienização requeridas, e ainda iii) as consequências na integridade do 
anticorpo ocorridas na fase de eluição, uma vez que a eluição é efetuada em condições 
acídicas que podem causar a inativação e/ou agregação do anticorpo [10]. É assim 
evidente, a necessidade de desenvolver um método de processamento a jusante capaz de 
originar melhores rendimentos e de efetuar a purificação numa operação unitária, e que 
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apresente a capacidade de lidar com elevadas densidades celulares, contrariamente ao que 
acontece com as tecnologias sólido-líquido tradicionais (centrifugação e filtração). 
A demanda por protocolos alternativos de purificação não-cromatográfica, que 
permitam colmatar as limitações impostas pela cromatografia proA, tem sido um tópico 
de elevado interesse nos últimos anos. Nesse sentido, os sistemas aquosos bifásicos 
(SAB) podem constituir uma potencial e valiosa alternativa. De facto, recentemente têm 
sido apresentados vários trabalhos de investigação no desenvolvimento de técnicas 
alternativas de extração, concentração e purificação de produtos de valor acrescentado 
das mais diversas matrizes, tais como antioxidantes [14], proteínas [15], enzimas [16] e 
hormonas [17], recorrendo à técnica de extração líquido-líquido por SAB. Estes permitem 
combinar inúmeras características favoráveis à extração de anticorpos, nomeadamente 
uma elevada biocompatibilidade e seletividade, possibilidade e facilidade de aplicação à 
escala industrial, com baixo custo associado, elevada produtividade e elevada estabilidade 
química e proteolítica [18]. Para além disso, os SAB permitem a integração do processo, 
podendo ser utilizados em etapas iniciais de purificação de bioprodutos, de forma a 
integrar a clarificação e captura destes a partir de um meio de cultura celular não-
clarificado [4]. 
Face ao exposto, o objetivo deste trabalho prende-se com o desenvolvimento de uma 
plataforma eficaz para a extração seletiva e consequente purificação de anticorpos 
monoclonais, em particular da imunoglobulina G (IgG – anticorpo monoclonal (mAb) 
mamífero) do sobrenadante de culturas celulares, utilizando SAB constituídos por 
líquidos iónicos (LIs) como adjuvantes. O desenvolvimento desta nova tecnologia visa a 
obtenção de biofármacos menos dispendiosos, mais eficientes do que alguns dos atuais 
fármacos, e com os padrões de pureza necessários à indústria biofarmacêutica. 
1.2. Mercado biofarmacêutico  
O mercado biofarmacêutico tem vindo a crescer constantemente desde que a insulina 
recombinante humana Humulin, produzida por Escherichia coli, foi aprovada para o 
tratamento da diabetes no ano de 1982, tendo sido o primeiro biofármaco oficialmente 
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos da América 
[19]. Mais tarde, em 1986, a proteína humana tissue plasminogen activator (tPA) tornou-
se a primeira proteína terapêutica proveniente de células mamíferas a obter aprovação no 
mercado. Ainda durante esse ano, a FDA aprovou o primeiro anticorpo monoclonal 
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(mAb) terapêutico, Ortoclone OKT3, produzido in vivo por células de hibridoma [20]. 
Atualmente, existem cerca de 150 proteínas terapêuticas aprovadas nos Estados Unidos 
da América e na União Europeia, demonstrando a sua importância no tratamento de 
diversas patologias [21]. Para além disso, mais de 500 proteínas com potencial como 
biofármacos estão a ser avaliadas em ensaios clínicos, sendo que os avanços 
biotecnológicos em áreas como a genómica e proteómica têm exercido enorme relevância 
na descoberta desses novos candidatos [22]. O mercado global de produtos 
biofarmacêuticos estimado em US$199,7 milhares de milhões no ano de 2013, foi 
projetado para atingir os US$497,9 milhares de milhões no ano de 2020 [23].  
Nos últimos 10 anos, tem-se verificado um crescente potencial comercial por parte dos 
anticorpos, tornando-se o tipo de biofármaco terapêutico mais utilizado em diversas áreas 
médicas e científicas, devido à sua capacidade de ligação a antigénios com elevado grau 
de afinidade e especificidade [24]. Com a progressão da medicina para uma nova era que 
visa a terapia personalizada, a utilização de mAbs permanece na linha da frente no que 
respeita ao tratamento de um espetro alargado de doenças. Em particular, os mAbs 
constituem o maior segmento de produção no mercado biofarmacêutico global, com uma 
participação estimada de 25,6% em 2013, contabilizando cerca de US$75 milhares de 
milhões, sendo previsível que atinja os US$125 milhares de milhões no ano de 2020 [25]. 
No período compreendido entre 2010 e 2015, previa-se que os mAbs conseguissem gerar 
por si só US$25 milhares de milhões (Tabela 1), seduzindo deste modo, um número 
crescente de empresas a expandirem-se neste domínio, com a esperança de garantir um 
crescimento a longo prazo [26]. De facto, durante o ano de 2014, 36 das 50 companhias 
farmacêuticas mais relevantes no mercado (com exceção das empresas de genéricos), 
tiveram presença no setor dos mAbs terapêuticos/vacinas.  
 
Tabela 1 – Vendas globais combinadas das 50 principais companhias farmacêuticas (excluindo as 
companhias de medicamentos genéricos) por tipo de molécula, no período compreendido entre 2010 e 2015 
[26]. 
 
Vendas (US$ milhares de milhões) 
Tipo de macromolécula 2010 2011 2012 2013 2014 2015 
Diferença nas 
vendas entre 
2010 e 2015 
Pequenas moléculas 413 414 402 398 399 401 -12 
Proteínas terapêuticas 70 73 76 79 81 81 11 
Anticorpos monoclonais 46 52 57 62 67 71 25 
Vacinas 24 25 28 30 31 32 8 
 
Graças a esta demanda robusta do mercado, à aprovação de novos produtos e novas 
indicações, bem como ao lançamento de medicamentos genéricos de mAbs, prevê-se que 
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o tamanho do mercado global dos mAbs irá ascender em mais 12% no período 2013-
2017, atingindo em 2017 os US$141 milhares de milhões [27]. Em Junho de 2015, 
encontravam-se aprovados um total de 43 mAbs terapêuticos pela FDA e 5 encontravam-
se ainda em revisão (Ver Anexo A – Tabela A. 1) [28]. 
Impulsionado pela perspetiva otimista do mercado, pelo avanço das tecnologias de 
mAbs e a breve expiração das patentes de vários medicamentos baseados em mAbs, por 
exemplo o infliximab (Remicade® da Johnson & Johnson), o trastuzumab (Herceptin® da 
Roche) e o adalimumab (Humira® da Abbott), a investigação e industrialização de mAbs 
tem vindo a ganhar um elevado destaque em termos de investimento global [27]. Assim, 
os anticorpos apresentam, comprovadamente, um papel relevante no mercado 
biofarmacêutico, quer a nível económico, quer ao nível da melhoria da eficiência do 
tratamento de diversas patologias. Apesar da eficácia e segurança dos mAbs para 
administração em humanos, em particular quando estes apresentam um elevado grau de 
pureza e mantêm as suas atividades específicas, o acesso a este tipo de terapêutica tem 
sido dificultado pelos elevados custos de produção associados, tornando impreterível o 
desenvolvimento de um método de purificação de anticorpos eficaz e economicamente 
viável [29, 30]. 
1.3. Anticorpos 
Os anticorpos são proteínas que se encontram no plasma e fluídos extracelulares [24]. 
São um dos principais efetores do sistema imune adaptativo, e a sua produção prende-se 
com a resposta a moléculas e organismos (tais como bactérias, vírus, moléculas estranhas 
e outros agentes) que são neutralizados e/ou eliminados por estes. Os anticorpos tratam-
se, portanto, de glicoproteínas excretadas por linfócitos B especializados (plasmócitos), 
podendo também ser designados por imunoglobulinas (Ig) uma vez que contêm um 
domínio estrutural encontrado em várias proteínas.  
São várias as populações de Ig passíveis de serem encontradas à superfície dos 
linfócitos, em secreções exócrinas e em fluídos extravasculares [31]. Cada animal pode 
produzir milhões de anticorpos diferentes, cada um dos quais é capaz de se associar 
especificamente a uma partícula estranha, o antigénio [24]. Os linfócitos B que contêm 
recetores específicos, reconhecem e ligam-se a determinantes antigénicos do antigénio, 
promovendo um processo de divisão e diferenciação que transforma os linfócitos B em 
plasmócitos, que sintetizam predominantemente anticorpos [31]. 
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A estrutura dos anticorpos é constituída por quatro cadeias polipéptídicas, 
nomeadamente por duas cadeias pesadas (com aproximadamente 55 kDa cada cadeia) e 
duas cadeias leves idênticas (com aproximadamente 25 kDa cada cadeia), organizadas 
em forma de “Y” [24]. Cada uma destas cadeias contém múltiplas regiões constantes e 
uma variável, associadas por ligações de dissulfureto e ligações não-covalentes, 
resultando numa molécula com peso molecular de aproximadamente 150 kDa, tal como 
se pode observar na Figura 1. 
 
 
Figura 1 – (A) Representação esquemática de um anticorpo. Proteína com uma forma em “Y”, composta 
por duas cadeias leves (representadas a vermelho) e duas cadeias pesadas (representadas a azul). As cadeias 
pesadas apresentam três secções contantes (azul claro) e uma região variável (azul escuro). As cadeias leves 
apresentam uma região constante (rosa claro) e uma região variável (rosa escuro). A parte inferior do 
anticorpo é designada região Fc, à qual se encontram associados dois braços, as regiões Fab. As cadeias 
leves e pesadas associam-se por ligações de dissulfureto. Os domínios variáveis apresentam regiões 
determinantes de complementaridade (CDRs) que ligam diretamente ao antigénio. (B) Representação 
tridimensional de um anticorpo convencional. As cadeias pesadas encontram-se representadas a verde e a 
azul, enquanto que as cadeias leves da molécula se encontram representadas a laranja e rosa. Adaptado de 
Moran et al [32]. 
 
A ligação do anticorpo ao antigénio é feita no fragmento de ligação ao antigénio (Fab) 
através de regiões determinantes de complementaridade (CDRs). Estas CDRs são 
compostas por diferentes sequências de aminoácidos de acordo com o tipo de antigénio a 
que se associam, pelo que são designadas de regiões hipervariáveis [33]. As cadeias 
pesadas associadas por ligações de dissulfureto encontram-se localizadas numa região 
flexível designada de charneira, que contém aproximadamente 12 aminoácidos 
(essencialmente prolina, treonina, serina e cisteína) e que é bastante sensível à clivagem 
enzimática ou química [31]. Cada região globular formada pelo enrolamento das cadeias 
polipeptídicas resultante da ligação de dissulfureto é designada de domínio. Todas as 
cadeias polipeptídicas contêm regiões constantes (C) e regiões variáveis (V), encontradas 
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nos terminais carboxilo e amino, respetivamente. As cadeias leves contêm uma única 
região V e uma única região C, enquanto que as cadeias leves possuem igualmente uma 
região V e três regiões C. São as regiões V das cadeias leves e pesadas que, combinadas, 
formam dois locais idênticos de ligação a antigénio. No que concerne às funções destas 
cadeias, as cadeias pesadas são responsáveis por dar característica ao sistema imune, 
sendo que as cadeias leves são responsáveis por definir a especificidade de ligação ao 
antigénio. O efeito e função dos anticorpos, tal como o transporte placental ou a 
toxicidade celular dependente de antigénio, são mediados por determinantes estruturais 
no fragmento cristalizável (Fc) da imunoglobulina. 
Nos mamíferos, é possível encontrar cinco classes de Ig (dependendo da sequência 
primária de aminoácidos das cadeias pesadas presentes na sua constituição), 
nomeadamente a IgG, IgM, IgA, IgD e IgE. Por sua vez, tanto a IgA como a IgG, 
encontram-se subdivididos em subclasses – os isotipos – devido aos polimorfismos 
verificados nas regiões conservadas da cadeia pesada [24]. Cada classe de Ig determina 
um tipo e natureza temporal da resposta imune. Atualmente, são conhecidos dois isotipos 
de IgA – IgA1 e IgA2, sendo que, relativamente à IgG, são conhecidos quatro isotipos – 
IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. Numa perspetiva biotecnológica, a IgG apresenta-se como a 
classe de anticorpos mais importante, uma vez que são as Ig mais abundantes no sangue 
(representando 75% dos anticorpos aí presentes), e demonstram-se como o formato 
dominante de anticorpos terapêuticos [34]. 
A interação de um antigénio com um anticorpo é, evidentemente, crucial para as 
funções biológicas naturais desse mesmo anticorpo [24]. A especificidade da resposta de 
um anticorpo é mediada por células T e/ou B, através de recetores de membrana que ligam 
a um antigénio alvo de uma única especificidade. Após a ligação a um antigénio 
apropriado e consequente receção de vários sinais de ativação, os linfócitos B dividem-
se, produzindo células B de memória e clones de plasmócitos secretores de anticorpos 
[31]. A memória dos linfócitos B permanece latente até serem posteriormente ativados 
pelo seu antigénio específico [24]. Os linfócitos providenciam, deste modo, a memória 
celular básica e consequente resposta do anticorpo quando exposto novamente ao seu 
antigénio específico. Devido à natureza altamente complexa da maioria dos antigénios, 
estes apresentam vários epitopes, que são reconhecidos por um vasto número de 
linfócitos. 
Os anticorpos podem operar através de vários mecanismos, de forma a neutralizar 
potenciais efeitos lesivos por parte de organismos “estranhos”. De facto, assim que a 
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região Fab de um anticorpo se liga ao antigénio, é bloqueada a sua interação com outros 
ligandos, e é emitido um sinal agonista que desencadeia várias cascatas de sinalização 
[35]. Estas funções podem ser independentes da região Fc do anticorpo, contudo, as 
interações entre esta região e outras moléculas podem acelerar processo. Dois dos 
mecanismos pelos quais os anticorpos podem atuar, e que são dependentes da região Fc, 
são o citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC) e/ou o citotoxicidade 
dependente do complemento (CDC). Nas respostas ADCC, os anticorpos ligam-se a 
antigénios nas células-alvo e o domínio Fc envolve recetores Fc que existam à superfície 
de células efetoras, tais como macrófagos e células NK (células exterminadoras naturais). 
Estas células, por sua vez, despoletam o processo de fagocitose ou lise da célula-alvo. No 
caso das respostas CDC, os anticorpos eliminam as células-alvo despoletando a cascata 
de complemento à superfície da célula. 
Os anticorpos podem ser distinguidos em anticorpos monoclonais (mAbs) e anticorpos 
policlonais (pAbs), sendo que as diferenças entre si definem as limitações de utilização 
de cada tipo de anticorpo [24]. A decisão relativamente à escolha do tipo de anticorpos a 
utilizar depende, portanto, de vários fatores, sendo o mais importante o objetivo para a 
qual são requeridos, uma vez que cada tipo apresenta as suas próprias vantagens e 
desvantagens no que concerne à sua produção, custos e aplicações. 
Como já foi referido anteriormente, a maioria dos antigénios são altamente complexos, 
apresentando inúmeros epitopes que são reconhecidos por um vasto número de linfócitos 
[36]. Cada linfócito é ativado de forma a proliferar e diferenciar-se em plasmócitos, e o 
anticorpo resultante é policlonal. De facto, o soro trata-se de uma excelente fonte de 
anticorpos policlonais, dado que são frequentemente produzidos em animais e 
reconhecem epitopes independentes no antigénio, sendo capazes de se ligar a diferentes 
substâncias [24]. Contrariamente a este caso, os anticorpos monoclonais tratam-se de 
anticorpos produzidos por um único clone de um linfócito B, resultando numa população 
de anticorpos idênticos entre si [37]. 
Os pAbs podem ser produzidos muito mais rapidamente, com custos associados 
reduzidos, e não requerem técnicos com aptidões e competências técnicas tão específicas, 
comparativamente com a produção de mAbs [38]. Assim sendo, como estes anticorpos 
são heterogéneos e reconhecem um espetro alargado de epitopes à superfície de 
determinados antigénios, estes podem ser bastante úteis na amplificação do sinal de uma 
proteína-alvo que apresente baixos níveis de expressão, uma vez que a proteína-alvo se 
liga a mais do que um anticorpo nos múltiplos epitopes [24]. Mais ainda, os pAbs 
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apresentam-se mais tolerantes a eventuais mudanças que ocorram num reduzido número 
de epitopes, tais como polimorfismos, glicosilação ou leve desnaturação. Para além disso, 
estes anticorpos apresentam maior estabilidade numa gama mais alargada de pH e de 
concentração de sal, enquanto que os mAbs são muito mais suscetíveis e pequenas 
alterações em ambos os parâmetros devido à inexistência de variabilidade entre si. 
No que concerne aos mAbs, estes têm sido alvo de uma intensa investigação desde que 
a sua produção foi possível em 1975, quando G. Kohler e C. Milstein publicaram um 
artigo relativo aos métodos de produção destes anticorpos, obtendo posteriormente, no 
ano de 1984, o prémio Nobel da Medicina [39]. A elevada especificidade dos mAbs, dado 
que apenas podem interagir com uma substância específica, revela-se como uma 
excelente vantagem, principalmente para fins terapêuticos, mas também para a avaliação 
de alterações em conformações moleculares, interações proteína-proteína, estados de 
fosforilação/glicosilação, e na identificação de membros únicos de famílias de proteínas 
[24]. Esta especificidade revela-se também bastante atrativa para inúmeros ensaios 
clínicos e testes de diagnóstico laboratorial tais como a deteção e identificação de analitos, 
marcadores celulares, agentes patogénicos, entre outros [38]. Contudo, a sua 
monoespecificidade pode também ser considerada uma limitação, uma vez que a 
ocorrência de pequenas alterações na estrutura de um epítope pode afetar por completo a 
função do anticorpo. Por fim, uma outra vantagem fundamental dos mAbs está 
relacionada com o facto de que, assim que o hibridoma desejado tenha sido gerado, os 
mAbs podem ser produzido através de uma fonte constante e renovável, permitindo um 
fornecimento contínuo e reprodutível de anticorpos. Os pAbs produzidos para o mesmo 
antigénio utilizando múltiplos animais irão diferir entre os animais imunizados, a sua 
avidez pode alterar-se à medida que estes são recolhidos ao longo do tempo, assim como 
a quantidade obtida enfrenta limitações de acordo com o tamanho do animal e o seu tempo 
de vida útil. Finalmente, os pAbs apresentam frequentemente melhor especificidade 
relativamente aos mAbs, uma vez que são produzidos por um vasto número de clones de 
células B, com cada clone a produzir anticorpos específicos para um epítope [24]. 
Contudo, a concentração e níveis de pureza de anticorpos específicos é superior nos 
mAbs. A concentração de anticorpos específicos no soro policlonal situa-se tipicamente 
entre os 50 – 200 μg/mL, e a gama de concentração total de Ig no soro varia entre os 5 – 
20 mg/mL. 
Constata-se, portanto, que a principal diferença entre ambos os tipos de anticorpos 
reside na maior especificidade apresentada pelos mAbs. Naturalmente que este tipo de 
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anticorpos apresenta algumas desvantagens associadas à sua utilização, porém, de um 
modo geral, muitas dessas desvantagens poderão ser ultrapassadas com a utilização de 
vários mAbs com as especificidades desejadas. O produto combinado será consistente ao 
longo do tempo e estará disponível em quantidade ilimitada. Contudo, é geralmente 
difícil, dispendiosa e morosa a identificação de múltiplos mAbs de especificidade 
desejada. No vasto espetro de mAbs terapêuticos existentes atualmente, a IgG destaca-se 
entre as moléculas efetoras mais potentes da imunidade humoral, e apresenta um papel 
essencial no reconhecimento e combate de organismos “estranhos”. Nesse sentido, este 
anticorpo tem vindo a ser crescentemente utilizado como biofármaco alternativo para o 
tratamento de várias patologias [40]. 
1.4. Imunoglobulina G (IgG) 
A imunoglobulina G (IgG) é a classe principal de anticorpos presentes no sangue, no 
fluído linfático, no fluído peritoneal e no fluído cérebro-espinal [41], representando cerca 
de 20% das proteínas plasmáticas totais, com uma concentração total no sangue 
compreendida entre os 10-25 mg/mL [40, 42]. 
A unidade básica de todos os isotipos de IgG consiste em quatro cadeias polipeptídicas, 
compreendendo duas cadeias leves idênticas (zona constante do tipo κ ou λ) e duas 
cadeias pesadas idênticas (zona constante do tipo γ) [42]. Essas cadeias encontram-se 
associadas por ligações covalentes (pontes de dissulfureto) e não-covalentes, formando 
uma estrutura tridimensional globular bem definida. No ano de 1960, foram identificadas 
quatro sub-classes de IgG em amostras de sangue humano, nomeadamente a IgG1, IgG2, 
IgG3 e IgG4, tal como é possível visualizar na Figura 2, e que decrescem por esta ordem 
em termos de abundância [43]. 
 
Figura 2 – Estrutura geral das quatro sub-classes de IgG humana, que diferem entre si no número e 
disposição das ligações de dissulfureto intercadeia (linhas pretas) que ligam as cadeias pesadas. Adaptado 
de Owen et al. [43]. 
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Embora todas as sub-classes da proteína partilhem de uma base genética comum, de 
um tamanho idêntico bem como de uma conformação semelhante, estas apresentam 
diferenças na sequência específica de aminoácidos nos domínios constante da sua 
estrutura, em especial na região de charneira e no domínio CH2 [40, 42]. Assim, todas as 
sub-classes existem em diferentes espécies, e torna-se importante explorar a sua 
composição bioquímica e propriedades moleculares, dado que estas se encontram na base 
das suas funções biológicas. 
Visando o isolamento e purificação deste tipo de anticorpos, existem vários fatores 
que devem ser tomados em consideração, baseados em informações físico-quimicas e 
propriedades biológicas das moléculas pertencentes a esta classe de Ig. Entre eles, é 
importante destacar as suas massas moleculares, pontos isoelétricos, bem como a sua 
afinidade para determinadas substâncias (tais como as proteínas A/G bacterianas). A IgG 
contém dois fragmentos Fab utilizados para ligação específica a antigénios, e um 
fragmento Fc contendo a função efetora do anticorpo [44]. As IgGs são proteínas mais 
pequenas e com maior tempo de meia-vida comparativamente com as outras classes de 
Ig’s, e durante o processo de isolamento e purificação, apresentam maior estabilidade que 
as restantes classes, dado que não formam agregados e não requerem o uso de 
estabilizantes numa gama de pH compreendida entre 4 a 5 [45, 46]. Na Tabela 2 é possível 
verificar uma compilação das principais propriedades das sub-classes de IgG humana 
[47].  
 
Tabela 2 – Propriedades principais das sub-classes de IgG humana. Adaptado de Nikolayenko et al. [47]. 
 
                                                                                 Isotipo de imunoglobulina G 
 IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 
Cadeia pesada 1 2 3 4 
Cadeia leve ,  ,  ,  ,  
Coeficiente de sedimentação 7S 7S 7S 7S 
Massa molecular (kDa) 146 146 170 146 
Ponto isoelétrico (pI) 8,6 7,4 8,3 7,2 
Concentração média no soro (mg/mL) 9,0 3,0 1,0 0,5 
Tempo de meia-vida (dias) 21 20 7 21 
Porção do total de Ig no soro (%) 50 17 5 3 
Conteúdo em hidratos de carbono (%) 2 – 3   2 – 3   2 – 3   2 – 3   
Coeficiente de extinção E280nm (1%, 1cm) 13,6 13,6 13,6 13,6 
Ligação a proteína A + + - + 
Ligação a proteína G + + + + 
 
Devido ao facto de as quatro subclasses de IgG apresentarem pontos isoelétricos (pI) 
diferentes, o pI dessa proteína encontra-se compreendido entre 7.2 e 8.6, sendo 
diretamente influenciado por cada uma das subclasses [48]. Algo importante a destacar é 
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a massa molecular de 146 kDa que é comum a três isotipos de IgG, sendo que o IgG3 
apresenta uma massa molecular ligeiramente superior – 170 kDa [47]. Esta massa 
molecular é, provavelmente, resultado das 11 ligações de dissulfureto intercadeia 
características desta molécula, tal como se pode verificar na Figura 2, que por conter mais 
elementos para a formação das ligações também experiencia um incremento na sua massa 
molecular. A IgG1 é o isotipo mais abundante no soro com uma percentagem média de 
50%, sendo que em relação às restantes características estas revelam-se semelhantes entre 
os 4 isotipos. Finalmente, é importante destacar a capacidade de ligação à proteína A/G 
que é comum a todos os isotipos, exceto à IgG3, cuja ligação à proteína A não é possível. 
Os anticorpos apresentam uma utilização bastante extensa em variadas aplicações in 
vivo e in vitro. Atualmente, a IgG é o tipo de anticorpos mais utilizado numa variedade 
de aplicações científicas, médicas e terapêuticas [49]. Em particular, este anticorpo tem 
um elevado potencial para utilização em imunoterapia passiva. Esta imunidade passiva é 
conferida através da transferência de anticorpos específicos contra um determinado 
agente patogénico para um hospedeiro, e distingue-se da imunidade ativa pois esta é 
conferida pela resposta do próprio hospedeiro a um determinado antigénio do agente 
patogénico, tal como se pode visualizar na Figura 3.  
 
Figura 3 – Imunidade ativa vs. imunidade passiva. Adaptado de Abbas et al. [33]. 
 
A nível de diagnóstico, a IgG são os reagentes de reconhecimento biológico ideais, e 
nesse sentido, a sua utilidade recai sobre inúmeras plataformas analíticas como o Western 
Blotting (immunoblotting), imunohistoquímica, imunocitoquímica, imunoprecipitação, 
ensaio imunossorvente ligado a enzimas (ELISA), microarrays de anticorpos, 
13 
 
imunocintigrafia, ensaios radioimunológicos, análises por citometria de fluxo, 
imunosensores, reações em cadeia de imuno-polimerase (IPCRs) e real-time IPCRs [45]. 
Estes anticorpos são também utilizados como importantes ferramentas em cromatografia 
de imunoafinidade [50], na identificação e localização de proteínas intracelulares e 
extracelulares [24], e são utilizados para a deteção de agentes patogénicos, adulterantes, 
toxinas, e/ou outros resíduos (drogas, químicos ou pesticidas) em produtos alimentares e 
em análise/monitorização ambiental [50]. Relativamente às suas aplicações terapêuticas, 
é importante salientar a sua importante utilização na terapia de IgG intravenoso (IVIG). 
Esta terapia pode ser aplicada a pacientes com doenças inflamatórias e auto-imunes (tais 
como Esclerose Múltipla, Doença de Crohn, entre outras), bem como em pacientes com 
asma, doenças cardiovasculares ou doenças infeciosas [46, 51]. Finalmente, uma outra 
aplicação fundamental da IgG é na oncologia, em que atua como agente transportador de 
toxinas ou radioisótopos para as células cancerígenas [49]. 
Todas as principais aplicações da IgG são resultado do elevado grau de afinidade e 
especificidade deste anticorpo para um antigénio alvo, comparativamente com outros 
anticorpos [24]. Assim sendo, a sua utilização e aplicação apresenta-se preferencial, 
permitindo tirar partido da sua elevada especificidade para aplicações essencialmente 
terapêuticas, e que exigem esse elevado grau de especificidade/afinidade, promovendo 
um incremento na melhoria da saúde humana. 
1.5. Processamento a montante de mAbs 
O sucesso clínico e comercial dos mAbs promoveu uma crescente necessidade da sua 
produção em larga escala recorrendo a culturas celulares de mamíferos. Nesse sentido, 
observou-se uma rápida expansão da capacidade de produção global, um aumento no 
tamanho dos reatores e um crescente esforço no sentido de melhorar a eficiência do 
processo, com consequente redução dos custos de produção [52].  
A tecnologia de hibridoma baseia-se numa linha celular de origem em murino, e trata-
se da primeira tecnologia que permitiu a produção de grandes quantidades de mAbs [53]. 
Atualmente, este tipo de proteínas terapêuticas são sintetizadas através do cultivo em 
larga escala de células hospedeiras geneticamente modificadas, que contêm genes 
transfetados que codificam para as proteínas de interesse [54]. Contudo, a escolha das 
células hospedeiras para a expressão da proteína tem um profundo impacto nas 
características do produto obtido, bem como dos rendimentos máximos atingíveis. Para 
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estas proteínas terapêuticas serem eficazes, têm de ser sintetizadas em formas 
biologicamente ativas, o que requer o enrolamento apropriado e modificações pós-
traducionais, tais como a glicosilação. São estas que ditam as propriedades 
farmacocinéticas e farmacodinâmicas dos produtos, e consequentemente a sua 
solubilidade, estabilidade, atividade biológica e tempo de residência nos seres humanos 
[55]. A segurança do produto é um outro aspeto fundamental e que deve ser considerado 
na escolha das células hospedeiras. Estas não devem permitir a propagação de quaisquer 
agentes patogénicos adventícios que podem, eventualmente, encontrar um modo de 
chegar aos seres humanos. Finalmente, as células hospedeiras devem ser ainda passíveis 
de modificações genéticas, que permitam a fácil introdução de ADN “estranho”, e a 
expressão de grandes quantidades da proteína pretendida. 
1.5.1. Tecnologia Hibridoma 
Os mAbs foram reconhecidos pela primeira vez no soro de pacientes com mieloma 
múltiplo, no qual a expansão clonal de plasmócitos malignos levou à produção de 
elevados níveis de anticorpos idênticos, resultando numa gamopatia monoclonal [24]. A 
descoberta destes anticorpos monoclonais produzidos pelos tumores permitiu estabelecer 
a analogia de que poderia ser possível produzir mAbs similares com uma especificidade 
desejada através da imortalização de células secretoras de anticorpos individuais a partir 
de um animal imunizado com um antigénio conhecido. No ano de 1975, Georges Köhler 
e Cesar Milstein demonstraram que clones individuais de células secretoras de anticorpos 
normais podiam ser imortalizadas através da fusão com células de mieloma [53]. Os 
autores desenvolveram uma técnica designada de tecnologia hibridoma, que consistia na 
fusão de células B de um animal imunizado (normalmente um rato) com uma linha celular 
de mieloma, fazendo crescer as células sob condições nas quais as células normais e 
tumorais não-fundidas não cresciam. Neste procedimento, as células B de um rato foram 
imunizadas com um antigénio ou mistura de antigénios conhecidos, e seguidamente 
procedeu-se à sua fusão com uma linha celular de mieloma deficiente numa determinada 
enzima [33]. Seguidamente, estas células híbridas foram colocadas num meio de seleção 
que apenas permite a sobrevivência dos híbridos imortalizados. Esses híbridos crescem 
depois como clones de uma única célula e foram testados para a secreção do anticorpo de 
interesse. O meio de seleção utilizado incluía hipoxantina, aminopterina e timidina, pelo 
que é designado de meio HAT. Cada hibridoma produz apenas uma Ig, e os anticorpos 
15 
 
secretados por vários clones de hibridomas foram monitorizados de modo que o clone 
com a especificidade desejada possa ser selecionado e expandido posteriormente. Os 
produtos destes clones individuais eram, então, anticorpos monoclonais específicos para 
um único epítope em um antigénio ou mistura de antigénios. 
No final dos anos 80, iniciaram-se os desenvolvimentos clínicos envolvendo mAbs 
murinos, contudo, as primeiras gerações de agentes terapêuticos apresentaram alguns 
inconvenientes na sua utilização em humanos. De facto, os mAbs murinos encontram-se 
associados a reações alérgicas devido à indução de anticorpos anti-drogas (AADs) 
nomeadamente o desenvolvimento de respostas de anticorpos humanos anti-rato; por 
outro lado exibem um tempo de meia-vida relativamente curto no soro, comparativamente 
com a IgG humana, e têm uma ativação insuficiente das funções efetoras humanas, 
nomeadamente a ADCC e a CDC, fundamentais para a sua eficácia, especialmente em 
casos oncológicos [56, 57]. No sentido de colmatar estes problemas, Boulianne et al. 
(1984) e Morrison et al. (1984) desenvolveram anticorpos quiméricos rato-humano 
através de técnicas de engenharia genética, enxertando o domínio variável específico para 
um determinado antigénio com os domínios constantes dos anticorpos humanos [58, 59]. 
Esta nova técnica permitiu a obtenção de moléculas 65% humanas, e que apresentam, 
consequentemente, um tempo de meia-vida superior nos humanos e uma menor 
imunogenicidade. Neste sentido, Jones et al. (1986) propuseram alterações e melhorias a 
estes anticorpos, enxertando apenas as regiões hipervariáveis de murinos na estrutura 
humana [60]. Os anticorpos resultantes são aproximadamente 95% humanos, sendo os 
que contêm menos problemas imunogénicos. Contudo, a humanização é limitada e requer 
um processamento laboratorial moroso e complexo. Na Figura 4 é possível visualizar os 
vários tipos de anticorpos passíveis de serem obtidos através de engenharia genética, bem 
como a sua classificação tendo em conta a origem das suas sequências. 
 
Figura 4 – Humanização de anticorpos através de engenharia genética. Os mAbs podem ter origem em 
murino (100% proteína de rato) [sufixo: -omab], quiméricos (compostos por aproximadamente 35% de 
sequências de rato) [sufixo: -ximab], humanizados (possuem apenas 5-10% de regiões de rato) [sufixo: -




Visando a obtenção de mAbs totalmente humanos, nos últimos anos surgiram e foram 
aplicadas novas técnicas in vitro, nomeadamente a técnica de phage display, na qual os 
anticorpos são expressos à superfície de um fago que é utilizado para infetar a E. coli, que 
irá posteriormente replicar e produzir o anticorpo desejado, bem como in vivo, através da 
criação de ratos transgénicos que expressam domínios variáveis humanos acoplada à 
tecnologia hibridoma, permitindo a produção de anticorpos monoclonais totalmente 
humanos com um baixo potencial imunogénico e propriedades similares aos anticorpos 
endógenos humanos [62, 63]. Em termos clínicos, não parecem existir diferenças entre 
os anticorpos monoclonais isolados utilizando técnicas de apresentação de fagos ou ratos 
transgénicos. No entanto, o processo de descoberta de um anticorpo por técnicas de 
apresentação permite um isolamento mais direto e também um maior controlo sob a 
especificidade e afinidade do anticorpo. Todas estas técnicas providenciam 
complementaridade entre si, de maneira que a produção de anticorpos monoclonais 
encontra-se atualmente bastante acessível. 
1.5.2. Tecnologia de ADN recombinante 
O desenvolvimento de sistemas de expressão eficientes é essencial para a exploração 
do potencial dos anticorpos, quer em termos de eficácia quer em termos dos custos 
inerentes à produção dos mesmos [64]. A expressão de anticorpos funcionais, com o 
enrolamento correto e possíveis de aplicar a uma escala industrial é o objetivo primário 
no desenvolvimento de anticorpos terapêuticos. Uma vez que as terapias baseadas na 
utilização de anticorpos requerem largas doses de anticorpos durante longos períodos de 
tempo, a capacidade de produção tornou-se um problema, na medida em que o biofármaco 
deve ser produzido em grandes quantidade e com um custo e tempo de produção 
eficientes, de forma a enquadrar-se nos requisitos clínicos [65].  
As células de mamíferos apresentam-se como o sistema de expressão de eleição para 
a produção de mAbs em larga escala, e o seu sucesso é maioritariamente devido à sua 
capacidade de produzir mAbs bioquimicamente similares à forma humana, uma vez que 
produzem anticorpos com a estrutura, o enrolamento e as modificações pós-traducionais 
corretas. Para além disso, estas são ainda capazes de se adaptarem a culturas em 
bioreatores de larga escala, produzindo elevadas quantidades de anticorpos com 
qualidade consistente [52]. Em particular, a linha celular obtida a partir de ovário de 
hamster chinês (CHO) são a linha celular mais vastamente utilizada para a produção de 
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mAbs em larga escala [66]. Estas células foram isoladas pela primeira vez em 1958 por 
Joe-Hin Tjio et al. e rapidamente ganharam reconhecimento devido à sua facilidade e 
rápido tempo de cultura [67]. Atualmente, esta linha celular consiste no hospedeiro de 
produção de aproximadamente 70% de todas as proteínas terapêuticas recombinantes 
[68]. A sua ampla utilização como veículo principal de produção de mAbs está 
relacionada com diversas razões, nomeadamente: demonstraram segurança ao longo de 
duas décadas, o que facilita a obtenção de aprovação por parte de agências reguladoras 
como a FDA [54]; são passíveis de se aplicarem técnicas de amplificação genética, tal 
como a utilização da di-hidrofolato redutase (DHFR) ou a glutamina sintase (GS), que 
permitem atenuar a baixa produtividade específica que dificulta a produção de proteínas 
recombinantes em células de mamíferos [68, 69]; possuem o repertório molecular 
adequado para a ocorrência de modificações pós-traducionais semelhantes à nativa com 
glicoformas comparáveis às dos humanos, exibindo, consequentemente, atividade 
molecular semelhante [70]; crescem adequadamente em culturas em suspensão isentas de 
soro, muitas vezes em bioreatores de aço inoxidável ou mesmo descartáveis [71]; é 
possível o seu aumento de escala [70]. Existem ainda vantagens adicionais que 
fundamentam o grande sucesso desta linha celular, nomeadamente o facto de vírus 
patogénicos humanos, tais como o HIV, influenza e polio, não replicarem em células 
CHO, aumentando a segurança dos mAbs produzidos e consequentemente resultando 
num processo de purificação mais simples [72], e o facto de serem facilmente modificadas 
geneticamente para otimização do processo de produção [54]. 
Seguidamente às células CHO, as linhas celulares mais utilizadas para a produção de 
mAbs são as células linfoides de murino NS0 e SP2/0, uma vez que são originadas a partir 
de células B diferenciadas que produzem elevadas quantidades de Igs. Contudo, estas não 
são a cultura celular principal para a produção de mAbs pois os anticorpos que estas 
produzem podem conter resíduos imunogénicos, resultando num tempo de meia-vida 
reduzido quando administrados in vivo [73]. A utilização de células de fontes humanas é 
uma opção que permite eliminar a presença de grupos antigénicos nos anticorpos 
produzidos. Existem atualmente várias possibilidades que estão a ser estudadas, 
nomeadamente as células embrionárias humanas derivadas do rim HEK293, os 
amniócitos humanos imortalizados da CEVEC e as células embrionárias humanas 
derivadas dos retinoblastos PER.C6 da Crucell [74]. Embora as HEK293 e os amniócitos 
estejam reportados como sendo os mais adequados para a produção de proteínas, as 
PER.C6 são consideradas como as candidatas mais promissoras uma vez que são as mais 
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produtivas e que podem atingir densidades celulares 10 vezes superiores às células CHO, 
produzindo mais de 27 g/L de proteína em reatores [74, 75]. Embora as linhas celulares 
humanas estejam ainda sujeitas a problemas de regulamentação devido à sua baixa 
resistência contra agentes adventícios, vários produtos derivados das PER.C6 encontram-
se atualmente na fase de ensaios clínicos [74]. 
A seleção do sistema de expressão adequado é determinada pela sua capacidade de: i) 
produzir elevadas concentrações do bioproduto, ii) produzir consistentemente os 
anticorpos com as características desejadas (como por exemplo o padrão de glicosilação), 
iii) atingir um elevado rendimento da linha celular e iv) crescer em suspensão [52]. Linhas 
celulares altamente produtivas resultam da utilização de uma linha celular hospedeira 
com as características desejadas, um sistema de expressão apropriado e um protocolo de 
transfeção e seleção adequado. Assim sendo, no que concerne ao processo de 
desenvolvimento de linhas celulares, este inicia-se com a transfeção das células 
mamíferas com vetores plasmídicos, contendo os genes das cadeias leves e cadeias 
pesadas do anticorpo de interesse e ainda genes marcadores de seleção, que permitem a 
seleção das células transfetadas conferindo resistência a determinados antibióticos ou 
vantagens no crescimento/desenvolvimento em condições deficientes em determinados 
nutrientes [76]. No caso das células CHO DG44 ou DXB11 deficientes na enzima 
dihidrofolato redutase (DHFR), utiliza-se um marcador DHFR que confere a capacidade 
de reduzir o dihridrofolato a tetrahidrofolato, um metabolito necessário para o 
metabolismo dos ácidos nucleicos, permitindo então que apenas as células que 
incorporaram o vetor com o gene DHFR sobrevivam num meio sem hipoxantina e 
timidina [76, 77]. A amplificação do produto também pode ser conseguida através da 
adição de metotrexato ao meio, o qual inibe a atividade da DHFR, de modo que as células 
iniciam a amplificação do gene DHFR para garantirem a sua sobrevivência, resultando 
numa amplificação simultânea dos genes do anticorpo monoclonal [78]. Um outro 
exemplo é o do marcador de seleção glutamina sintetase (GS) que catalisa a formação de 
glutamina a partir de glutamato e amónia, e que é utilizado nas células NS0 deficientes 
na expressão deste gene, permitindo que as células transfetadas sobrevivam num meio 
sem glutamina [79, 80]. Uma vez mais, a amplificação pode ser conseguida através da 
adição de metionina sulfoximina, um inibidor da GS, cuja ação é semelhante ao 
metotrexato com a DHFR, forçando as células a amplificar o vetor que inclui o gene do 
anticorpo monoclonal [80]. Estando concluída a seleção e amplificação das células 
transfetadas, são escolhidos clones únicos para caracterização da qualidade do produto, 
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aplicação a uma escala industrial e avaliação da expressão a longo termo. É importante 
referir que a integração e a amplificação aleatória origina produtos bastante heterogéneos, 
fazendo com que o processo de produção e seleção de clones seja demorado e bastante 
trabalhoso [76]. Nesse sentido, têm surgido desenvolvimentos recentes para a seleção de 
clones com elevada eficiência de produção utilizando automação, de maneira a reduzir o 
tempo dispensado e melhorar a consistência do processo. A citometria de fluxo aplicada 
à separação de células ativada por fluorescência permite uma rápida monitorização de 
milhões de células para isolar subpopulações específicas de vários produtos 
extremamente heterógenos, e pode ser aplicada à separação de células produtoras de 
anticorpos marcados à superfície, uma vez que os níveis de proteínas excretadas são 
proporcionais aos níveis de proteínas encontradas à superfície da célula [81]. 
1.5.3. Meios de cultura 
As células mamíferas são extremamente sensíveis ao meio de cultura em que se 
encontram inseridas, pelo que se torna bastante relevante a seleção dos meios de cultura, 
dado que estes têm uma influência significativa na performance do processo [82]. Uma 
otimização individual do meio pode, normalmente, melhorar os níveis de produção entre 
2 a 5 vezes [83]. As células de mamíferos necessitam de ser suplementadas com um meio 
complexo contendo todos os nutrientes essenciais para o metabolismo celular, 
crescimento e proliferação, incluindo frequentemente vitaminas, aminoácidos, 
nucleótidos, lípidos, precursores, protetores, agentes redutores e ainda fatores de 
crescimento, que variam de acordo com a linha celular e com os clones selecionados [82]. 
Estas células mamíferas apresentam uma enorme capacidade de se adaptarem a novas 
formulações do meio, voluntariamente ou involuntariamente induzindo a seleção de 
variantes celulares. 
A linha celular original de células CHO estabelecida em 1958 cresceu num meio semi-
definido, conhecido como Ham’s F12, suplementado com 4-8% de soro bovino fetal 
(FBS) [67]. Este é um meio rico contendo prolina, requerida por todas as células CHO, 
bem como uma variedade de outros micronutrientes. Atualmente, e de um modo geral, 
existem vários meios disponíveis específicos para determinadas linhagens celulares, tais 
como: o meio mínimo essencial (MEM), um meio não-complexo adequado para uma 
enorme variedade de células mamíferas quando utilizado com um suplemento de soro; o 
meio basal de Eagle (BME), originalmente criado como um meio quimicamente definido 
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para o crescimento de células HeLa num sistema deficiente em soro; o Meio de Eagle 
Modificado por Dulbecco (DMEM), contendo elevadas concentrações de vitaminas, 
aminoácidos e aminoácidos não-essenciais, elementos vestigiais e bicarbonato, o qual é 
vastamente utilizado para o suporte do crescimento de um largo espetro de células 
mamíferas; finalmente o meio do Roswell Park Memorial Institute (RPMI) utilizado no 
crescimento de células do hibridoma [84]. 
Uma opção que providencia as condições necessárias ao desenvolvimento das células 
consiste na utilização de componentes derivados de animais, tal como o soro, que 
proporciona um ambiente mais natural para um melhor crescimento celular. O soro fetal 
bovino (FBS) tem sido o meio de eleição uma vez que providencia todos os nutrientes 
necessários que permitem o crescimento celular e a produtividade das células [85]. Para 
além dos componentes mais gerais como os nutrientes de baixo peso molecular, anti-
oxidantes, proteínas macromoleculares e proteínas transportadoras (para componentes 
insolúveis em água), este meio também contém fatores anti-apóptóticos muito 
importantes e albumina que auxilia a célula na sua proteção contra fatores de stress. 
Embora existam vantagens associadas à sua utilização, o FBS está também associado a 
sérios problemas de segurança dos biofármacos produzidos, uma vez que determinadas 
substâncias derivadas de animais podem potencialmente introduzir contaminantes no 
processo e, consequentemente, no produto final [82]. Estas substâncias de origem animal 
representam assim alguns riscos, dado que podem ser uma fonte da transmissão de priões 
e micoplasma e ainda de contaminações virais [86, 87]. Uma outra desvantagem é a sua 
variabilidade de lote para lote, que pode culminar numa inconsistência do processo e do 
produto final, para além do complexo processamento a jusante requerido para remover 
todos as impurezas introduzidas pelo soro [82]. 
Os anticorpos monoclonais são cada vez mais utilizados como agentes terapêuticos, e 
por isso a sua produção está cada vez mais sujeita a uma crescente regulamentação, 
estando esta cada vez mais focada no sentido de garantir que a produção dos biofármacos 
se encontra isenta de potenciais contaminações por agentes adventícios de origem animal 
[82]. No sentido de se atingirem melhores formulações da composição dos meios, reduzir 
a probabilidade de contaminação por agentes adventícios e infeciosos, e reduzir os custos, 
a indústria tem adotado a utilização de meios livres de soro. Contudo, para preservar as 
funções benéficas multifacetadas do soro, muitos destes meios contêm ainda alguns 
componentes macromoleculares derivados de bovino, nomeadamente algumas proteínas 
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como a albumina, insulina, transferrina e lipoproteínas que desempenham importantes 
funções de transporte de nutrientes e são facilitadoras do metabolismo celular [88, 89]. 
Uma vez que quaisquer proteínas derivadas de animais acarretam teoricamente um 
risco de introdução de priões [90] ou outros agentes adventícios [91], tornou-se altamente 
desejável o desenvolvimento de um meio livre de proteínas para os processos de cultura 
celular [92]. Embora sejam frequentemente utilizadas proteínas recombinantes para 
substituir os seus homólogos de origem animal, a utilização de pequenas moléculas 
orgânicas ou inorgânicas quando possível pode reduzir dramaticamente o custo do meio 
e minimizar alguns riscos indiretos, tais como os que possam advir da fermentação das 
matérias-primas utilizadas para a produção das proteínas recombinantes que compõe o 
meio [82]. Mais ainda, as formulações do meio podem ser totalmente livres de 
componentes de origem animal, uma vez que todos estes componentes, incluindo 
pequenas moléculas como aminoácidos que são habitualmente derivados de animais, 
encontram-se disponíveis a partir de meios de fermentação ou de fontes sintéticas ou 
vegetais [93, 94]. Para além dos meios livres de proteínas animais, também foram 
desenvolvidos e disponibilizados comercialmente meios livres de proteínas para células 
CHO e NS0, e alguns encontram-se inclusive reportados na literatura [93, 95, 96]. Este 
tipo de meios contém apenas os elementos não-proteicos necessários para o crescimento 
celular, promovendo um maior crescimento celular e expressão proteica, e tornando, 
consequentemente, o processamento a jusante mais fácil e economicamente acessível. A 
pureza dos anticorpos monoclonais no momento da colheita é inferior a 30% numa cultura 
otimizada contendo proteínas, enquanto que numa cultura otimizada livre de proteínas 
essa pureza consegue atingir níveis de 60-75% [97]. 
Uma outra alternativa são os meios quimicamente definidos e que já foram reportados 
para o suporte de culturas celulares de elevada densidade e para facilitar o 
desenvolvimento de atividades numa escala reduzida [93, 98]. Este tipo de meio é menos 
dispendioso e permite um processamento a jusante mais direto, uma vez que todas as 
impurezas são conhecidas e se encontram presentes em reduzidas quantidades [97]. Para 
além disso, a utilização de um ambiente bem definido também facilita consideravelmente 
o processo de otimização. Contudo, alguns destes meios ainda incluem proteínas 
recombinantes como a insulina, transferrina e fator de crescimento semelhante à insulina 
tipo 1 como sinais para o crescimento celular [7]. No entanto, um meio quimicamente 
definido apenas deve conter componentes bem caracterizados, com identidade, estrutura 
e perfis de purezas/impurezas conhecidos, podendo por isso conter componentes como o 
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colesterol, galactose e aminoácidos, mas não deve incluir elementos proteicos que sejam 
menos definidos. Quando estes meios contêm quantidades mínimas de pequenas 
proteínas são, normalmente, designados de meios de baixo teor em proteínas [88].  
Finalmente, torna-se importante mencionar que, embora tenham sido desenvolvidos 
meios de cultura celular seguros e otimizados, as alternativas livres de soro requerem um 
período de adaptação das células às novas condições, o que é extremamente moroso e 
dispendioso, especialmente considerando que a performance de um meio é dependente 
da história da cultura, e as conclusões acerca da eficácia de um novo meio pode apenas 
ser obtida após múltiplas passagens das células [82]. Outras dificuldades incluem as 
vastas variações nos métodos de avaliação dos meios, tal como a avaliação do 
crescimento por contagem celular, que pode variar entre 10-20%, e ainda a enorme 
quantidade de componentes que podem estar presentes num típico meio de cultura celular, 
e que tornam extremamente difícil a total otimização da composição do meio. Mais ainda, 
a adaptação a meios livres de soro nem sempre é possível ou adequada, uma vez que 
diferentes clones do mesmo tipo de células requerem, frequentemente, formulações 
distintas, pelo que o meio deve ser preparado de acordo com as necessidades das células 
utilizadas [99]. 
1.6. Processamento a jusante de mAbs 
Tal como referido anteriormente, o processamento a montante de mAbs tem sofrido 
inúmeros avanços nos últimos tempos, nomeadamente nas tecnologias de culturas 
celulares que permitem a obtenção de maiores níveis de expressão e elevadas densidades 
celulares [100]. Contudo, o processamento a jusante não seguiu esta tendência, e é 
atualmente considerado o passo limitante na produção de mAbs terapêuticos [101]. Este 
tipo de processamento depende de interações químicas e físicas, que tornam difícil a 
seleção de um método genérico, pelo que estes devem ser modelados, testados e 
desenvolvidos a partir de princípios primários [8]. Os aspetos principais a ter em 
consideração durante o desenvolvimento de um processo de purificação são a rapidez, o 
rendimento total e a pureza. Para além disso o processo deve ser detentor de vários 
critérios de produção, como robustez, confiabilidade e capacidade de aplicação a uma 
escala industrial [10]. 
A explosão do número de mAbs que entraram no processo de ensaios clínicos criou a 
necessidade de aplicar uma abordagem padrão no que respeita à sua purificação [11]. O 
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processo de purificação de mAbs deve produzir de forma fiável um produto adequado 
para utilização em humanos, e no qual as impurezas como proteínas da célula hospedeira, 
ADN, vírus endógenos e adventícios, endotoxinas, agregados e outras espécies sejam 
removidas, mantendo um rendimento aceitável de anticorpos. Mais ainda, é importante 
realçar que qualquer tratamento executado durante a purificação exerce stress sob a 
proteína, devido a alterações drásticas nos valores de pH, concentrações de sais ou 
proteínas, tampões, solventes, bem como nas forças de acisalhamento nas interfaces de 
transmissão e de superfície [102]. Este stress pode resultar na desnaturação ou agregação 
do anticorpo com perdas no rendimento e eficiência de extração, pelo que se torna 
fundamental a monitorização da qualidade e funcionalidade do produto durante todo o 
processamento com ferramentas analíticas rápidas e apropriadas. Por tudo isto, o 
isolamento e purificação do produto final requer numerosas e complexas etapas. Todas 
estas etapas levam a uma elevada contribuição do processamento a jusante para o seu 
custo de produção, estimado entre 50-80% do custo total dos mAbs [58]. Deste modo, é 
essencial criar um processo genérico robusto, com um número limitado de etapas, 
adequado para todos os mAbs candidatos, reduzindo o tempo e recursos necessários para 
o desenvolvimento do processo, e que permita atingir os critérios de pureza, qualidade, 
eficácia e segurança dos anticorpos terapêuticos. 
1.6.1. Plataformas estabelecidas 
A plataforma atualmente estabelecida para a purificação de mAbs inclui três etapas 
cromatográficas: numa etapa inicial o mAb é adsorbido a uma resina de afinidade, quase 
invariavelmente uma coluna de afinidade de proteína A (proA) uma vez que a proA tem 
uma elevada afinidade para a região Fc do mAb, permitindo a sua captura do sobrenadante 
das culturas celulares, seguindo-se duas etapas cromatográficas posteriores, as quais 
permitem a remoção de proteínas das células hospedeiras, ADN, proA que eventualmente 
se dissocie da coluna, agregados e providenciam ainda um nível adequado de remoção 
viral total [2]. Na Figura 5 encontra-se representado um esquema geral de uma plataforma 
típica de processamento a jusante de mAbs, compreendendo as seis etapas fundamentais 
do processo, nomeadamente a recolha, captura, inativação viral, purificação, remoção 
viral e concentração por ultrafiltração/diafiltração (UF/DF). 
A primeira etapa na recuperação de um anticorpo de uma cultura celular mamífera é a 
clarificação. Uma vez que os mAbs são tipicamente produzidos em culturas celulares 
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mamíferas de elevada densidade, é necessária a remoção das células e dos fragmentos 
celulares do meio de cultura de modo a obter um fluído filtrado e clarificado, adequado 
para a utilização em cromatografia [11]. 
 
Figura 5 – Plataforma típica de processamento a jusante de mAbs. Os sobrenadantes das culturas celulares 
resultantes do processo a montante são habitualmente purificados através de um processo de captura por 
cromatografia proA. De modo a remover todos os contaminantes após esta etapa de captura, e de forma a 
obter uma pureza final em conformidade com as agências reguladoras, são aplicadas duas etapas adicionais 
de purificação. Adaptado de Rosa et al. [2]. 
 
Nos processos habituais, a gama aceitável para a concentração de sólidos no meio de 
cultura de uma cultura de células mamíferas situa-se usualmente entre os 40-50%, e no 
final do processo de clarificação, é expectável que a concentração de sólidos seja 
negligenciável. Esta etapa é normalmente concretizada recorrendo a centrifugação, 
filtração em profundidade e filtração estéril, embora existam outras abordagens possíveis. 
No entanto, a centrifugação é preferida em relação a outras tecnologias de clarificação 
como a microfiltração em fluxo tangencial devido à sua fácil aplicação a uma escala 
industrial e por se tratar de uma operação económica para grandes volumes (normalmente 
entre os 2-15,000L por lote) [10]. Estas operações de clarificação constituem, em termos 
de custos económicos e consumos energéticos, mais de 25% do custo de todo o 
processamento a jusante [12].  
Após uma clarificação bem sucedida, segue-se a etapa de captura do mAb, que na 
maioria dos processos industriais recorre à cromatografia de afinidade com proA [103]. 
ProA é um polipéptido com ocorrência natural, que se encontra ancorado à parede da 
bactéria Staphylococcus aureus [104]. A massa molecular da molécula nativa intacta é de 
54 kDa, porém é utilizada habitualmente proA recombinante para a purificação de IgG, 
produzida como uma proteína extracelular excretada na E. coli, com uma massa 
molecular de 42 kDa e desprovida do seu domínio responsável pela ligação à parede 
celular [12]. A elevada afinidade da proA para a região Fc de anticorpos tipo-IgG está na 
base da sua purificação e respetivos fragmentos e subclasses [11]. Em particular, a IgG 
liga-se à proA na junção entre a região constante da cadeia pesada 2 (CH2) e 3 (CH3) [105]. 
Na Figura 6 é possível verificar uma representação esquemática desta etapa de purificação 
com cromatografia proA, que envolve, habitualmente, a passagem do sobrenadante da 
25 
 
cultura celular clarificado através da coluna, a pH 6-8, sendo que nestas condições os 
anticorpos ligam-se à coluna e os componentes não desejados tais como proteínas da 
célula hospedeira, componentes do meio de cultura e vírus putativos fluem através da 
coluna, sendo eliminados. Pode ser efetuada um passo intermédio opcional de lavagem, 
de forma a remover as ligações não específicas das impurezas à coluna. Seguidamente é 
promovida a eluição do produto através da alteração do pH para 2,5-4 [11]. O mecanismo 
de ligação IgG-proA consiste em ligações de hidrogénio específicas que são estabelecidas 
em função do pH. A um pH alcalino, os resíduos de histidina no local de ligação da IgG 
à proA não se encontram carregados, o que contribui para a ligação. A um pH acídico, 
esses mesmos resíduos de histidina tornam-se carregados positivamente no mAb e na 
proA, e como se encontram próximos na área de ligação, repelem-se mutuamente, 
proporcionando assim um meio fácil para a dissociação da IgG da proA, regenerando a 
coluna para utilização posterior [12]. 
 
 
Figura 6 – Representação esquemática de um processo de purificação por cromatografia de afinidade com 
proA. A proA encontra-se imobilizada na coluna, e após o carregamento da coluna com a amostra, os mAbs 
são retidos através da ligação por afinidade à proA. Seguidamente, é aplicada uma lavagem à coluna para 
remover as ligações não específicas, seguindo-se a eluição dos mAbs e regeneração da coluna para posterior 
utilização. Adaptado de Roque et al. [106]. 
 
A cromatografia proA está reportada como sendo altamente seletiva para mAbs, 
resultando em purezas superiores a 99% em um único passo a partir de sobrenadantes de 
culturas celulares complexos [10]. Assim sendo, a cromatografia proA é amplamente 
utilizada como primeira etapa de purificação dos anticorpos devido à sua elevada 
seletividade e elevada capacidade de remoção de impurezas relacionadas com o processo 
de produção e purificação [11]. Depois desta etapa, os anticorpos encontram-se com uma 
elevada pureza e mais estáveis devido à eliminação de proteases e outros componentes 
do meio que podem causar a degradação do produto. 
As etapas de purificação e polimento são posteriormente executadas para uma remoção 
final das impurezas vestigiais da solução [12]. A natureza das etapas subsequentes de 
purificação é determinada pela natureza do produto e das impurezas presentes, embora 
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habitualmente, sejam aplicadas duas etapas cromatográficas adicionais de purificação. A 
maioria dos processos de purificação de mAbs inclui pelo menos um passo de 
cromatografia de troca iónica, de forma a eliminar os agregados de elevada massa 
molecular, moléculas carregadas, ADN residual, proteínas da célula hospedeira, proA que 
eventualmente tenha dissociado da coluna e ainda partículas virais [107]. A utilização de 
cromatografia de troca aniónica (CTA) é mais comum que a utilização de cromatografia 
de troca catiónica (CTC), uma vez que a sua resina é mais frequentemente utilizada no 
modo negativo, no qual o produto não se liga à coluna e as impurezas são retidas [12]. 
Como já foi anteriormente referido, a utilização de células mamíferas na produção de 
mAbs pode induzir a produção de retrovírus endógenos devido à integração de genomas 
virais e ocasionalmente essas mesmas células são infetadas por vírus adventícios durante 
o processo de produção [12]. Assim, é sempre requerida uma etapa de remoção viral 
anterior à formulação final do produto. Os produtos obtidos a partir de linhas celulares 
mamíferas devem conter menos de uma partícula viral por milhão, o que traduz uma 
remoção de aproximadamente 12-18 log10 para retrovírus endógenos e de 6 log10 para 
vírus adventícios [11]. A maioria dos processos de purificação industriais utilizam a 
inativação a baixo pH, tirando partido do pH acídico utilizado na eluição durante a 
cromatografia proA, e de uma filtração adicional durante a etapa de purificação [12]. 
Outras opções de remoção viral incluem a utilização de calor, cromatografia, o uso de 
solventes/detergentes ou a inativação por radiação ultravioleta [108-110]. Finalmente, o 
processo de purificação termina quando se coloca o produto num tampão de formulação 
predefinido, o que é usualmente realizado com uma etapa final de ultrafiltração em modo 
de diafiltração (UF/DF) [12]. Nesta etapa são utilizadas membranas, tais como 
polietersulfona ou celulose regenerada que apresentam reduzida ligação às proteínas, e 
são ainda frequentemente adicionados alguns aditivos, como açúcares ou surfactantes 
[102]. 
1.6.2. Processos alternativos 
O processamento a jusante nunca teria sido desenvolvido como um setor individual da 
indústria do bioprocessamento sem a cromatografia, cuja simplicidade e seletividade, 
tornou-a a chave da tecnologia utilizada em todos os processos de bioseparação [8]. 
Contudo, a cromatografia apresenta-se como o principal centro de custos do processo, 
maioritariamente devido ao custo das resinas e das colunas e aos tempos dos ciclos 
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relativamente longos, pelo que têm sido procuradas novas alternativas com custos 
associados mais reduzidos [2]. Neste sentido, existem duas opções viáveis a serem 
consideradas: a substituição da cromatografia proA por outros processos cromatográficos, 
ou a eliminação da cromatografia através da utilização de métodos não-cromatográficos 
[8]. Baseado nessa estratégia, têm vindo a ser reportados vários métodos alternativos de 
purificação de IgG, os quais se encontram resumidos e comparados, em termos de 
rendimentos e purezas, na Tabela 3.  
 
Tabela 3 – Métodos cromatográficos e não-cromatográficos para a purificação de IgG, comparados em 
termos de rendimento de extração e de pureza. 
 
Método de purificação Ligando 
Rendimento 





3 etapas cromatográficas: 
CTC, CTA, CIH 
- 85 > 99 [111] 
CTC Fosfonato 92-98 95 [112] 
CTA com membrana de 
hidrogel advetivo 
- > 90 > 85 [113] 
CIH com membranas 
compostas de PVDF 
- > 97 > 97 [114] 
Cromatografia anular 
contínua 
ProA 77-82 - [115] 
Hidroxiapatite 87-92 - [115] 
Cromatografia de adsorção 
em leito expandido 
 ProA 92 98 [116] 
Métodos Não-Cromatográficos 
Eletroforese preparativa 
- 80 - [117] 
- 80-90 - [118] 
Membranas de afinidade 
 Polissulfona - - [119] 
Celulose regenerada - - [119] 
Ião metálico quelante 90 FP = 33,7 [120] 
Precipitação de afinidade 
 Eudragit S-100 68 FP = 8 [121] 
GAPDH 98 FP = 1,8  [122] 
Hapteno peptídico 
bivalente 
> 85 > 97 [123] 
Separação Magnética Não-
Cromatográfica 








69 > 99 [126] 
 
Legenda: CIH – cromatografia de interação hidrofóbica; CTA – cromatografia de troca aniónica; CTC – cromatografia 
de troca catiónica; FP – fator de purificação; GAPDH – gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase; proA – proteína A; 
PVDF – polivinilidino. 
 
Entre as opções cromatográficas de não-afinidade, a utilização de resinas de troca 
catiónica para a etapa de captura trata-se de uma alternativa atrativa e promissora dado 
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que comporta uma matriz cromatográfica uma ordem de magnitude mais barata que a 
resina de afinidade de proA, permite a remoção de proteínas da célula hospedeira para 
níveis comparáveis aos do processo tradicional, e pode providenciar capacidades de 
ligação dinâmica superiores a 100 g/L [11, 12]. Esta alternativa pode ser efetivamente 
relevante pois a cromatografia proA requer a utilização de um pH acídico durante a 
eluição, o que pode promover a agregação do produto e a lixiviação de proA da coluna, 
ao contrário da cromatografia de troca catiónica que não requer um ambiente com baixo 
pH. Tal como sumariado na Tabela 3, já foi demonstrado o potencial de aplicação de uma 
plataforma constituída por três etapas cromatográficas para a purificação de IgG, não 
incluindo a cromatografia proA [111].  
Para além disso, têm sido desenvolvidas novas gerações de ligandos, como por 
exemplo fosfonatos ligados a partículas de Zirconia [112], e destacada a utilização de 
outras variantes cromatográficas, como a cromatografia de troca catiónica (CTC) [127], 
a cromatografia de troca aniónica (CTA) [113] e a cromatografia de interação hidrofóbica 
(CIH) [114]. É, contudo, notório, que a utilização de uma plataforma constituída por 3 
etapas cromatográficas (combinando a CTC, CTA e CIH) permite a obtenção de um nível 
de pureza excecional (> 99%) [111], que não é conseguido por nenhuma das técnicas 
isoladamente (CTC – 95% [127]; CTA – 85% [113]; CIH – 97% [114]). De um modo 
geral, e entre as técnicas cromatográficas abordadas, a plataforma de 3 etapas 
cromatográficas é a estratégia atual mais promissora, pois permite obter elevados 
rendimentos de extração, com níveis de pureza que permitem atingir os elevados padrões 
exigidos pela indústria farmacêutica. Por fim, a utilização de cromatografia de afinidade 
em leito expandido [116] e de cromatografia anular contínua [115] foram também 
sugeridas como alternativas viáveis para o efeito, embora relativamente a esta última 
ainda não haja informação referente aos níveis de pureza passíveis de serem obtidos.  
Em paralelo, têm vindo a ser desenvolvidas novas tecnologias não-cromatográficas 
como estratégia alternativas. As principais técnicas utilizadas neste âmbito incluem a 
eletroforese preparativa [117, 118], filtração por membrana [119, 120], precipitação de 
afinidade [121-123], separação magnética não-cromatográfica [124-126] e os sistemas 
aquosos bifásicos [106]. Em geral, a utilização de membranas de afinidade como 
adsorventes para a purificação de IgG permitem uma boa estabilidade e manutenção dos 
perfis de adsorção e eluição ao longo de vários ciclos [119]. A eletroforese preparativa 
aparenta ser também uma alternativa não-cromatográfica promissora, pois para além de 
permitir extrações aceitáveis de IgG, trata-se de um método que não depende de uma 
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interação de ligação variável como acontece nas restantes alternativas cromatográficas, 
permite a sua aplicação a um largo espetro de espécies, apresenta um baixo custo 
associado e é passível de ser aplicada a uma escala industrial [117, 118]. Por sua vez, 
recorrendo a partículas magnéticas, é possível separar anticorpos em curtos espaços de 
tempo, e uma vez que são toleradas partículas em suspensão, não há necessidade de se 
efetuar nenhuma filtração ou centrifugação anterior ao carregamento da amostra. 
Finalmente, existe uma tecnologia clássica, bastante estabelecida na indústria 
farmacêutica, denominada extração líquido-líquido que utiliza solventes orgânicos para 
o efeito [2]. Contudo, esses solventes orgânicos são na maioria das vezes muito voláteis 
e tóxicos, e as proteínas, em particular, apresentam baixa solubilidade e elevada 
propensão para desnaturação na presença destes [128]. Deste modo, a sua utilização em 
processos biotecnológicos limita-se apenas à recuperação de produtos de baixo peso 
molecular, tais como antibióticos e ácidos orgânicos de meios de fermentação [129]. 
Neste sentido, como uma técnica alternativa de extração líquido-líquido, surgem os 
sistemas aquosos bifásicos (SAB), que têm vindo a demonstrar um enorme potencial e 
versatilidade para o processamento a jusante de biofármacos, como os anticorpos 
monoclonais, lipoproteínas de elevada densidade, hormonas, citocinas, fatores de 
crescimento e ADN plasmídico, tal como revisto por Rosa et al. [2]. 
De todas as técnicas alternativas abordadas neste capítulo, as técnicas não-
cromatográficas apresentam-se mais promissoras relativamente às técnicas 
cromatográficas, uma vez que, de uma forma geral, permitem atingir elevados 
rendimentos de extração e elevados níveis de pureza, aliados à simplicidade, robustez dos 
métodos e menor custo energético e/ou económico. De um modo geral, e apesar de nem 
todos os métodos permitirem atingir os exigentes critérios que a indústria farmacêutica 
impõe, alguns apresentam um potencial promissor para cumprir esses critérios. Em 
particular, a plataforma constituída por três etapas cromatográficas [111] permite atingir 
um elevado grau de pureza (> 99%) de IgG, que é efetivamente o mínimo exigido pela 
indústria farmacêutica; contudo, a separação magnética constitui um método não-
cromatográfico que permite atingir o mesmo nível de pureza dessa plataforma através da 
utilização de nanopartículas e com apenas uma etapa de extração [126]. Deste modo, a 
separação magnética revela estar entre as técnicas mais eficientes abordadas, visto que 
permite bons rendimentos e um nível de pureza adequado para a sua eventual utilização 
em humanos, para além de que a separação é feita em alguns minutos e sem que sejam 
necessários pré-tratamentos da amostra, revelando-se assim como uma técnica vantajosa 
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relativamente à cromatografia proA. No entanto, os SAB são uma alternativa não-
cromatográfica ainda mais relevante e com elevado potencial para a purificação de IgG, 
e serão discutidos mais pormenorizadamente no capítulo 1.7 desta dissertação.  
1.7. Sistemas Aquosos Bifásicos (SAB) 
No que diz respeito à extração e purificação de biomoléculas ou de outros compostos 
de valor acrescentado a partir de uma fase líquida, é recorrente a aplicação de métodos de 
extração do tipo líquido-líquido utilizando solventes orgânicos imiscíveis com água, que 
por sua vez acarretam inúmeros inconvenientes para o meio ambiente e humano pelo 
facto de serem voláteis, tóxicos e inflamáveis [130]. Mais ainda, as proteínas apresentam 
uma baixa solubilidade nestes solventes e uma elevada propensão para desnaturar na sua 
presença [128]. Neste contexto, surgiu um outro processo que permite a extração de 
biomoléculas de uma fase líquida para outra, ambas maioritariamente constituídas por 
água, e designado de sistemas aquosos bifásicos (SAB). No ano de 1896, Beijerinck 
reportou pela primeira vez a incompatibilidade e formação de duas fases aquosas de 
soluções de agar com amido ou gelatina solúvel [131]. Contudo, foi apenas no ano de 
1955 que os SAB foram reportados como técnica de extração/separação por Albertsson 
et al., que demonstrou que o polietilenoglicol (PEG), fosfato de potássio e água, assim 
como PEG, dextrano e água formavam duas fases aquosas imiscíveis [132]. De salientar 
que ambos os pares de solutos são miscíveis em água e que a formação de SAB ocorre 
acima de uma determinada concentração dos mesmos [133]. Uma das fases é enriquecida 
num dos solutos, e na outra fase há prevalência do segundo soluto. Estes solutos podem 
ser dois polímeros (por exemplo PEG e dextrano), um polímero e um sal (por exemplo 
PEG e fosfato de sódio) ou outros [133].  
As principais vantagens inerentes à utilização dos SAB estão relacionadas com o facto 
de se tratar de uma técnica relativamente simples, com um baixo custo associado, fácil de 
operar e de aplicar a uma escala industrial, com uma elevada capacidade de resolução e 
que permitem que a purificação e concentração sejam integradas numa única etapa [2]. 
Para além disso, os SAB proporcionam um ambiente altamente biocompatível, uma vez 
que ambas as fases possuem um elevado teor em água e a maioria dos polímeros utilizados 
apresentam um efeito estabilizante na estrutura terciária das proteínas e na sua atividade 
biológica [134]. Os SAB já revelaram ser ferramenta não-cromatográfica eficaz para a 
separação e purificação de biomoléculas, nomeadamente células, vírus, organelos, ácidos 
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nucleicos, lípidos, aminoácidos, proteínas, anticorpos e enzimas, tal como revisto por 
Rosa et al. [2]. 
A partição seletiva de um determinado produto entre as duas fases coexistentes 
encontra-se na base da separação utilizando um sistema de duas fases [2]. Esta partição é 
controlada por vários parâmetros relacionados com as propriedades do sistema, do soluto-
alvo e das interações entre os dois. No que diz respeito às propriedades do sistema que 
influenciam a partição, destaca-se a natureza do polímero, o seu peso molecular e 
concentração, tipo de sal e concentração, pH do sistema e força iónica; relativamente às 
propriedades do soluto-alvo envolvidas na partição, é possível salientar a carga, peso 
molecular, hidrofobicidade e características conformacionais. A complexidade das 
interações químicas e físicas envolvidas no processo de partição torna estes sistemas 
bastante poderosos em contraste com outras técnicas de separação estabelecidas, uma vez 
que é possível atingir um elevado poder de resolução apenas através da manipulação das 
propriedades intrínsecas do sistema [135]. Contudo, toda esta complexidade dos sistemas 
aliada ao facto de os mecanismos de partição serem ainda pouco compreendidos, 
prejudicam a previsão da eficácia de um determinado SAB [136]. 
Cada SAB tem um único diagrama de fases sob um conjunto particular de condições, 
tais como a temperatura e o pH [134]. Tal como é visível na Figura 7, a curva binodal (A-
B-C-D) divide duas regiões: a região monofásica (abaixo da curva), em que a essas 
concentrações o sistema apresenta-se com apenas uma fase, e a região bifásica (acima da 
curva), em que a essas concentrações de solutos o sistema forma duas fases aquosas 
imiscíveis [133]. Nesta figura é ainda possível identificar o ponto M, que corresponde a 
uma composição de mistura na região bifásica, e cuja composição de cada fase adquire a 
designação B e D, uma vez que são os pontos terminais de uma tie-line (TL) específica. 
É possível percorrer vários pontos de mistura ao longo dessa mesma TL, diferindo apenas 
na composição total do sistema e razão volumétrica das fases, mas mantendo a 
composição exata das duas fases coexistentes (B e D) [134]. O comprimento da tie-line 
length (TLL) é um indicador numérico da diferença da composição entre as duas fases e 
é geralmente usado para correlacionar tendências na partição dos solutos entre ambas as 
fases [133]. 
Um dos polímeros que é habitualmente utilizado na formação de SAB é o PEG [137]. 
Trata-se de um poliéter diol comercialmente disponível numa larga variedade de pesos 
moleculares, o que permite a sua adequação ao processo/tipo de sistemas, bem como ao 
tipo de biomolécula que se pretende extrair [138]. A sua elevada utilização prende-se com 
32 
 
o facto de apresentar características interessantes, nomeadamente uma elevada 
biodegrabilidade, baixa toxicidade, baixa volatilidade, baixa temperatura de fusão, 
elevada miscibilidade em água e um baixo custo associado [18]. 
 
 
Figura 7 – Representação esquemática de um diagrama de fases hipotético de um sistema constituído por 
2 polímeros. A curva binodal encontra-se representada pelos pontos A-B-C-D, e delimita a região 
monofásica da região bifásica. Os pontos B-M-D representam uma tie-line, que para um qualquer ponto de 
mistura ao longo desta, a composição exata das fases superior e inferior do SAB serão sempre D e B, 
respetivamente. A razão volumétrica das duas fases coexistentes encontra-se representado graficamente 
junto de cada ponto da tie-line. Adaptado de Freire et al. [133]. 
 
Mais ainda, o PEG acelera significativamente a renaturação das proteínas, permitindo 
a recuperação da sua atividade biológica, e apresentando, consequentemente, um papel 
estabilizante na estrutura das mesmas [139]. Contudo, são comumente utilizados outros 
polímeros na formação de SAB, como por exemplo o dextrano. Este trata-se de um 
polímero hidrofílico mais dispendioso quando comparado com o PEG, embora 
igualmente disponível comercialmente numa vasta variedade de pesos moleculares [2, 
140]. No que concerne à separação das fases numa solução contendo uma mistura de 
polímeros, o fenómeno tem vindo a ser tratado de um ponto de vista mais fundamental 
através da aplicação de várias teorias que envolvem as propriedades termodinâmicas dos 
polímeros em solução [134].  
O primeiro estudo que sugeriu a utilização de SAB para a purificação de anticorpos 
foi conduzido por Andrews et al., no ano de 1990, utilizando uma molécula de PEG 
modificada com proA [141]. Contudo, os custos deste ligando inviabilizaram a 
abordagem proposta por Andrews e seus colaboradores numa escala mais alargada [141]. 
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Mais tarde, em 1992, Sulk et al. propuseram um processo de extração utilizando um SAB 
constituído por PEG 1540 e fosfato de potássio acoplado à cromatografia de absorção 
tiofílica [142]. O anticorpo foi recuperado na fase superior, permitindo uma recuperação 
da IgG de 90% [142]. Em 1996, Andrews et al. propuseram um SAB do tipo polímero-
sal que permitiu a recuperação de IgG de rato em duas etapas, a partir de sobrenadantes 
de células de hibridoma [143]. A extração da IgG foi realizada para a fase rica em PEG, 
num SAB constituído por PEG 1450, com uma baixa concentração de fosfato de potássio 
e NaCl (14 e 12%, respetivamente), com um rendimento de 90% e um fator de purificação 
de 2,7. A IgG foi posteriormente re-extraída para uma solução de fosfato de potássio, e 
os compostos mais hidrofóbicos que se particionaram com a IgG foram então removidos 
por cromatografia de interação hidrofóbica [143]. Ziljstra et al. desenvolveram dois 
trabalhos de investigação, nos quais acoplaram um corante verde mimético triazina ao 
PEG, que juntamente com o dextrano formou um SAB que foi então utilizado para extrair 
a IgG de células de hibridoma para a fase rica em PEG [144, 145]. Mais ainda, Rito-
Palomares et al. estudaram SAB constituídos por PEG 1000 e fosfato de potássio a pH 9 
para o processamento de sangue de bovino numa abordagem compreendendo duas etapas: 
extração e re-extração [146]. Através desta abordagem, os autores verificaram que as 
proteínas solúveis como a albumina de soro bovino (BSA), hemoglobina e IgG 
particionam para a fase superior rica em PEG, enquanto os fragmentos celulares se 
particionam maioritariamente para a fase inferior rica em sal. Por fim, os autores 
provaram a reciclagem da fase rica em PEG, através de re-extração da IgG, e até 5 ciclos 
[146]. 
Mais recentemente, o grupo de Aires-Barros e seus colaboradores tem vindo a reportar 
o sucesso da utilização de SAB para a extração de anticorpos de diferentes sobrenadantes 
de linhas celulares, nomeadamente de células de hibridoma e de células CHO, sendo um 
dos principais grupos de investigação internacionais a trabalhar nesta área [23, 135, 147-
160], e que permite a compilação de uma série de resultados fomentando assim uma 
comparação mais direta entre a performance de diferentes sistemas. Na Tabela 4 encontra-
se um resumo dos principais SAB estudados por Aires-Barros e colaboradores [23, 135, 
147-160], nomeadamente o tipo e características de cada sistema, a origem da IgG, os 
rendimentos de extração e os níveis de pureza associados. Este grupo conseguiu 
demonstrar o potencial dos SAB para a purificação de anticorpos a partir de matrizes 
reais, utilizando sistemas PEG/fosfato de potássio [135, 147-150, 160], PEG/citrato de 
sódio [151, 152], PEG/dextrano [23, 153-157, 159], e UCON/dextrano [158].  
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Tabela 4 – SAB investigados por Aires-Barros e colaboradores [23, 135, 147-160] para a extração e 
purificação de IgG, comparados em termos de rendimento de extração e de pureza. 
 










8% PEG 3350 + 10% fosfato de potássio + 15% 
NaCl , pH 6 
MA 76 100 [135] 
12% PEG 6000 + 10% fosfato de potássio + 15% 
NaCl, pH 6 
CHO 88 FP = 4,3 [147] 
12% PEG 6000 + 10% fosfato de potássio + 15% 
NaCl, pH 6 
HIB 90 FP = 4,1 [147] 
8% PEG 3350 + 10% fosfato de potássio + 10% 
NaCl, pH 6 
5 etapas: SAB + 4 etapas de contra-corrente 
CHO 89 75 [148] 
PEG 3350 + fosfato de potássio 
Escala piloto de extração contínua com SAB em 
contra-corrente 
CHO 85 50 [149] 
10% PEG 3350 + 12% citrato de sódio, pH 6 
3 etapas: SAB + CIH + CEM 
CHO 90 100 [151] 
8% PEG 3350 + 8% citrato de sódio + 15% 
NaCl,pH 6 
HIB 99 76 [152] 
PEG 150-AG + dextrano 500000 CHO 93 FP = 1,9 [154] 
10% PEG 3350-AG + 5% dextrano 500000 
2 etapas: SAB com ligando + CTC 
CHO 73 91 [156] 
8% PEG 3350-AG + 5% dextrano 500000 + 10mM 
fosfato de potássio, pH 7 
CHO 97 94 [155] 
8% UCON 2000 + 6% dextrano 500000 + 20% 
TEG-AG 
2 etapas: extração e re-extração 
CHO 85 88 [153] 
7% PEG 3350 + 5% dextrano 500000 + 1,3% TEG-
AG, pH 4 
CHO 96 43 [157] 
7% PEG 3350 + 5% dextrano 500000 + 1,3% TEG-
AG, pH 4 
5 etapas: SAB + 4 etapas de contra-corrente 
CHO 95 85 [157] 
8% UCON 50HB-3520 + 5% dextrano 500000, pH 5 
2 etapas: extração e re-extração 
- 82 - [158] 
7% PEG 3350 + 5% dextrano 500000 + 300 mM 
NaCl, pH 3 
HIB 72 - [23] 
7% PEG 6000 + 5% dextrano 500000 + 150 mM 
NaCl, pH 3 
HIB 84 - [23] 
8% PEG 3350 + 5% dextrano 500000 + 200 mM 
NaCl + partículas revestidas por goma-arábica 
modificadas com ácido aminofenil borónico 
CHO 92 98 [159] 
PEG 3350 + fosfato de potássio + NaCl, pH 6 
3 etapas: extração, re-extração e lavagem 
CHO 80 97 [160] 
PEG 3350 + fosfato de potássio + NaCl, pH 6 
3 etapas: extração, re-extração e lavagem 
PER.C6 100 97 [160] 
 
Legenda: AG – ácido diglutárico; CEM – cromatografia de exclusão molecular; CHO – células de ovário de hamster 
chinês; CIH – cromatografia de interação hidrofóbica; CTC – cromatografia de troca catiónica; FP – fator de 
purificação; HIB – células de hibridoma; MA – mistura artificial; PEG – polietileno glicol; TEG-AG – trietileno glicol-
ácido diglutárico; UCON – óxido de etileno/óxido de propileno. 
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Com sistemas constituídos por PEG e fosfato de potássio, os autores simularam um 
processo de cromatografia em contra-corrente para separar completamente a IgG das 
restantes impurezas [148]. Para além disso, este tipo de SAB foi já testado numa escala 
piloto mostrando-se igualmente eficiente [149], e a sua incorporação numa plataforma de 
microfluídica revelou que a redução à microescala não tem um grande impacto no 
rendimento de extração, beneficiando contudo de uma redução no tempo de operação 
[150]. Por motivos associados à utilização de sais de fosfato, Aires-Barros e 
colaboradores investigaram outras alternativas, nomeadamente SAB constituídos por 
PEG e citrato de sódio [151, 152]. Esta equipa de investigação passou também “do 
conceito ao processo” através de uma parceria com os Serviços Tecnológicos da Bayer, 
sugerindo a utilização de uma bateria de separadores-mistos para efetuar etapas de 
extração de IgG em série de sobrenadantes de dois tipos de linhas celulares e onde se 
obtiveram resultados promissores [160]. 
Os autores demonstraram também que este tipo de sistemas pode ser integrado num 
processo envolvendo etapas cromatográficas de CIH e cromatografia de exclusão 
molecular (CEM) [151], e é também possível a aplicação de uma etapa de re-
extração/purificação [152]. No sentido de melhorar a especificidade da IgG para a fase 
rica em PEG, o mesmo grupo de investigação estudou a utilização de PEG funcionalizado 
com diversos ligandos [154-156] ou incluindo o trietileno glicol-ácido diglutárico (TEG-
AG) [153, 157], o que permitiu aumentar a seletividade do sistema para a IgG e obter 
elevados rendimentos de extração. Incluído na versatilidade das técnicas aplicadas para a 
purificação de IgG, encontra-se também um processo híbrido que combina a extração 
através de SAB com a separação magnética [159]. 
Para que os anticorpos extraídos e purificados sejam aplicados e administrados a 
humanos é necessário que apresentem um grau de pureza excecional. De acordo com o 
Código de Regulações Federais da FDA, pureza significa a liberdade relativa de matéria 
estranha no produto final, não sendo prejudicial para a utilização humana ou prejudicial 
para o produto [161]. Deste modo, as impurezas devem ser mantidas a níveis mínimos de 
forma a minimizar os riscos associados, nomeadamente os problemas imunogénicos que 
possam advir da presença desses mesmos contaminantes. A cromatografia de afinidade 
com proA permite alcançar purezas de 99% ou superiores [13], e uma vez que se trata do 
padrão de referência da indústria, serão estes os níveis de pureza que deverão ser 
alcançados para considerar uma alternativa viável ao processo adotado atualmente. Tal 
como sumariado na Tabela 4, pela utilização de SAB, os rendimentos de extração 
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reportados variam entre os 72% e os 99% e os níveis de pureza variam entre os 43% e os 
100%. Em particular, os sistemas constituídos por 8% PEG 3350 + 10% fosfato de 
potássio + 15% NaCl [135] e por 10% PEG 3350 + 12% citrato de sódio [151] são 
bastante relevantes, pois permitiram obter 100% de pureza de IgG. No entanto, é 
importante realçar que o primeiro sistema [135] visava a purificação de IgG a partir de 
uma mistura artificial contendo IgG, albumina e mioglobina (as impurezas proteicas 
maioritárias presentes nos sobrenadantes de culturas celulares), pelo que se trata de um 
resultado que não pode ser extrapolado para a realidade, visto que uma matriz real é muito 
mais complexa. No segundo sistema [151], os 100% de pureza alcançados são resultado 
de 3 etapas de extração: 1 etapa com SAB e 2 etapas cromatográficas subsequentes (CIH 
e CEM). Este resultado, quando comparado com o método cromatográfico de 3 etapas 
[111] apresentado na Tabela 3 do capítulo 1.6.2, que permitiu a recuperação de 85% de 
IgG com pureza superior a 99%, apresenta-se mais promissor uma vez que reduz uma 
etapa cromatográfica, permitindo ainda uma maior extração de IgG (90%) com um grau 
de pureza equiparável. Comparando estes resultados com a utilização isolada de CIH 
[114], constata-se que não é possível atingir o mesmo nível de pureza, uma vez que os 
autores demonstraram conseguir apenas 97%, que apesar de se tratar de um nível de 
pureza elevado, não é capaz de competir com a plataforma estabelecida atualmente. Estes 
níveis excecionais de pureza não foram demonstrados por mais nenhum sistema dos 
apresentados na Tabela 4, sendo no entanto possível destacar o sistema constituído por 
8% PEG 3350 + 5% dextrano 500000 + 200 mM NaCl + partículas revestidas por goma-
arábica modificadas com ácido aminofenil borónico [159], que possibilitou obter IgG 
com um nível de pureza de 98%, que embora não seja suficiente para a indústria 
farmacêutica, aparenta ser um sistema interessante e que merece ser explorado em mais 
detalhe uma vez que essa pureza foi obtida com uma única etapa.  
Um outro grupo de investigação que trabalha mais diretamente dentro da área de 
pesquisa da purificação de anticorpos monoclonais utilizando SAB é o grupo de Platis e 
Laubrou em Atenas, que estudam plantas transgénicas, nomeadamente a planta do tabaco 
[162-164]. A planta do tabaco apresenta o mesmo padrão de glicosilação que os humanos, 
pelo que se torna possível a produção de anticorpos monoclonais humanizados através 
desta planta. Os principais benefícios prendem-se com os reduzidos custos de produção 
e o baixo risco de contaminação humano, uma vez que têm origem vegetal. Os SAB 
revelaram-se assim, um sistema benéfico para a purificação de proteínas de plantas, que 
de outra maneira teria que recorrer a várias etapas cromatográficas, nomeadamente 
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cromatografia de troca iónica, exclusão molecular e cromatografia de afinidade [163]. Os 
autores estudaram sistemas constituídos por PEG 1500 e fosfato de potássio, que lhes 
permitiu a remoção dos metabolitos secundários potencialmente perigosos da planta do 
tabaco [162]. Mais ainda, foi possível acoplar este método de purificação, vital para a 
remoção de polifenóis, com a cromatografia de troca catiónica e cromatografia de 
afinidade metálica, aumentando os níveis de purificação [163], havendo já evidências 
reportadas da partição dos mAbs e dos fragmentos celulares das plantas para fases opostas 
[164]. Os mAbs purificados foram sempre analisados por eletroforese de proteínas, 
ELISA e western blot, demonstrando a atividade dos mAbs e a sua pureza no que diz 
respeito a variantes degradadas, polifenóis e alcaloides [162-164]. 
Outros investigadores também sugeriram, mais recentemente, novos métodos de 
separação e purificação de IgG a partir de diversas matrizes. É possível destacar as 
investigações de Hye-Mee Park et al., que sugeriram um novo método de separação por 
afinidade, no qual a peroxidase do rábano (HRP) associada à IgG humana foi utilizada 
como ligando de afinidade [165]. Vargas et al. também reportaram um novo método de 
fracionamento de plasma utilizando PEG 3350, fosfato de potássio e NaCl a pH 6,1 [166] 
e já no ano de 2015, aplicaram com sucesso a metodologia dos SAB como etapa primária 
de purificação de IgG de cavalo anti soro antiofídico [167]. Wu et al. constataram que o 
sistema constituído por PEG 4000, hidroxipropil amido (HPS) e NaCl a pH 8 constitui 
também uma alternativa promissora para a recuperação primária de IgG a partir de uma 
matriz complexa [168]. Também no ano de 2015, Muendges et al. publicaram dois 
trabalhos referentes à extração e purificação de IgG provenientes de linhas celulares 
obtidas de CHO, utilizando um sistema PEG 2000 e fosfato de sódio/potássio a pH 6 [169, 
170].  
Em suma, foram atingidos alguns resultados promissores na purificação de IgG 
proveniente de diversas matrizes complexas, nomeadamente de matrizes biológicas como 
o sangue de bovino, ou de sobrenadantes de linhas celulares desenvolvidas a partir de 
CHO e hibridoma. As diferenças obtidas entre os vários estudos apresentados resultam 
da alteração dos componentes do SAB, das suas concentrações, pH, da existência ou não 
de um ligando, da adição de eletrólitos e do recurso a etapas adicionais de purificação. 
Torna-se assim importante referir que a necessidade de recorrer a etapas adicionais de 
extração/purificação tornam o processo mais complexo e dispendioso. A exploração de 
ligandos de afinidade e de eletrólitos é bastante importante pois permitiu melhorar a 
seletividade dos SAB estudados e apresentados na Tabela 4, dado que os SAB 
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convencionais polímero/polímero e polímero/sal apresentam uma gama de polaridade 
restrita. Um dos componentes comum a todos os trabalhos é o PEG, que possivelmente, 
pelas suas características de biocompatibilidade anteriormente discutidas, seja 
amplamente utilizado pela comunidade científica a trabalhar nesta área. Assim sendo, 
torna-se evidente que o estudo de novos sistemas visando a extração seletiva e 
consequente purificação de IgG deve ser feito através da manipulação de alguns dos 
restantes parâmetros referidos, onde a utilização de diferentes eletrólitos tem um papel 
primordial. 
Em termos dos custos associados ao processo, Rosa et al. publicaram um estudo 
comparando diretamente a purificação de mAbs através de SAB e de cromatografia proA 
[171]. Através deste estudo, os autores demonstraram que com a utilização de SAB, os 
custos associados à purificação podiam ser reduzidos em pelo menos 39%. Contudo, 
através das evidências bibliográficas aqui apresentadas é possível concluir que, em quase 
todas as investigações reportadas, são requeridas etapas adicionais de cromatografia, a 
utilização de ligandos ou de polímeros funcionalizados, ou mesmo várias etapas de 
extração com SAB. Todos estes artefactos/etapas adicionais tornam o processo mais 
complexo e dispendioso, pelo que é extremamente relevante criar novos avanços nesta 
área que apresenta tão elevado potencial para o mercado biofarmacêutico. 
1.7.1. Líquidos Iónicos (LIs) como constituintes de SAB 
Embora o PEG seja um dos componentes mais utilizados na formação de SAB e apesar 
de todas vantagens inerentes à sua utilização, devido à sua natureza hidrofílica, verifica-
se uma limitação na aplicação desta técnica na extração de biomoléculas hidrofóbicas ou 
na separação de biomoléculas com polaridades semelhantes [172]. No sentido de colmatar 
esta situação, os investigadores começaram a estudar novas abordagens, destacando-se o 
trabalho de Rosa et al. e Azevedo et al. que recorreram à funcionalização do PEG [135, 
155]. Uma nova abordagem para os SAB foi originalmente proposta por Rogers et al., no 
ano de 2003, que consiste na utilização de líquidos iónicos (LIs) e sais inorgânicos como 
uma alternativa aos sistemas convencionais formados por polímeros [173].  
Os LIs são sais que, ao contrário dos eletrólitos comuns, são líquidos a temperaturas 
inferiores a 100ºC, e devido à sua natureza iónica, apresentam algumas propriedades 
importantes: possuem volatilidade negligenciável, não são inflamáveis, possuem elevada 
condutividade iónica, elevada estabilidade térmica, elevada estabilidade eletroquímica e 
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uma baixa viscosidade [174]. Em particular, a sua baixa volatilidade e o facto de serem 
inflamáveis contribuíram para a sua designação de “green solvents”. No que concerne à 
sua constituição, estes são normalmente compostos por um catião orgânico assimétrico 
de elevadas dimensões, e por um anião de natureza orgânica ou inorgânica com 
dimensões mais reduzidas. Através de uma manipulação apropriada do catião e do anião 
que constituem o LI, é possível obter inúmeras combinações de LIs, abrangendo deste 
modo, um espetro mais alargado de polaridades, razão pela qual estes solventes são 
também designados como “designer solvents”. Ao contrário dos solventes moleculares 
tradicionais, os LIs podem ser vistos como um meio nano-segregado, composto por uma 
rede polar permeada por domínios não-polares [175]. Estes domínios permitem aos LIs 
interagir seletivamente com diferentes tipos de solutos/solventes, podendo sempre ser 
previstas propriedades e aplicações melhoradas. Neste sentido, os LIs podem ser 
selecionados de modo que não conduzam a alterações da estrutura das proteínas [176]. 
A principal vantagem dos SAB constituídos por LIs relaciona-se com a possibilidade 
de manipular a polaridade das fases coexistentes através de uma escolha apropriada dos 
iões que constituem o LI [133]. Através da introdução de LIs torna-se possível ultrapassar 
a gama de polaridade limitada dos SAB derivados de polímeros, em que as diferenças de 
polaridade dependem essencialmente da quantidade de água presente em cada fase. Os 
SAB constituídos por LIs já demonstraram uma elevada performance, através da obtenção 
de extrações completas num único passo [177], elevada seletividade para uma 
determinada molécula-alvo em matrizes complexas [178], ou através da utilização de LIs 
de natureza biocompatível capazes de manter a estrutura das proteínas [176]. Com base 
na possibilidade de obter uma gama mais alargada de polaridades dos SAB, duas equipas 
de investigadores reportaram a síntese de PEGs funcionalizados com LIs de modo a 
aumentar a seletividade dos sistemas [179, 180]. Para além disso, já foi também 
demonstrado que a adição de pequenas quantidades de LIs aos SAB convencionais 
constituídos por um polímero e um sal inorgânico rege maioritariamente o 
comportamento de partição das biomoléculas [14, 172, 181-183]. Pereira et al. 
demonstraram que a partição do L-triptofano é dominada pelo LI utilizado como 
adjuvante, a apenas 5% (m/m), o que permitiu atingir coeficientes de partição superiores 
a 25 [172]. Mais ainda, constataram que o comportamento de partição é altamente 
dependente do LI utilizado, sendo que o seu catião apresentava o papel principal no 
controlo da capacidade de extração da biomolécula para a fase rica em PEG, e que a 
temperatura nestes sistemas com LIs como adjuvantes influenciava significativamente a 
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eficiência de extração do L-triptofano, reiterando resultados previamente sugeridos por 
Pei et al. relativamente às proteínas [184]. Em particular, Hamzehzadeh et al. 
investigaram também o potencial do LI brometo de 1-butil-3-metilimidazólio, utilizado 
como adjuvante a 5% (m/m) em SAB constituídos por K3C6H5O7 e por PEG de diferentes 
pesos moleculares (400 g.mol-1 [181] e 600 g.mol-1 [183]) para a extração de L-triptofano. 
Em ambos os estudos, os resultados demonstraram que a adição de apenas pequenas 
quantidades de LI permitem melhorar consideravelmente os coeficientes de partição da 
biomolécula para a fase rica em polímero. No mesmo sentido, Almeida et al. utilizaram 
SAB constituídos por PEG e Na2SO4, com LIs como adjuvantes, e avaliaram a sua 
performance na extração de antioxidantes [14]. Os autores demonstraram que a 
manipulação da estrutura química do LI é determinante para a obtenção de elevadas 
eficiências de extração (compreendidas entre 80% e 99%). Mais recentemente, de Souza 
et al. investigaram o impacto de vários LIs na formação de SAB igualmente constituídos 
por PEG e um sal inorgânico, demonstrando elevados coeficientes de partição do ácido 
cloranílico e rodamina 6G para a fase rica em PEG na presença de LI [182]. Deste modo, 
é possível concluir que a utilização de LIs, mesmo que como adjuvantes e/ou em pequenas 
quantidades, permite efetivamente ajustar as polaridades e afinidades de ambas as fases 
de SAB, permitindo assim a manipulação da partição das (bio)moléculas-alvo. Deste 
modo, e embora ainda não existam trabalhos publicados utilizando LIs em SAB para a 
extração de IgG, é possível prever que os LIs são uma alternativa interessante aos 
eletrólitos mais convencionais com potencial elevado para aplicação em SAB para a 
purificação de IgG. 
1.8. Motivação e objetivo da dissertação 
De um modo geral, e através da revisão da literatura efetuada, é possível concluir que 
os SAB são uma alternativa não-cromatográfica com grande potencial face a todos os 
métodos de purificação abordados para a IgG a partir de sobrenadantes de culturas 
celulares. Os SAB apresentam elevada biocompatibilidade, facilidade de aplicação à 
escala industrial com um baixo custo associado, elevada produtividade e elevada 
estabilidade química e proteolítica. É também possível perspetivar a utilização de LIs 
como componentes dos SAB, aliando a esta técnica uma melhoria considerável em termos 
de seletividade devido à possibilidade de manipulação da polaridade das fases 
coexistentes. Face ao exposto, nesta tese pretendeu-se produzir anticorpos humanizados 
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através de linhas celulares obtidas a partir de CHO e avaliar a utilização de SAB, do tipo 
polímero/sal e polímero/polímero com LIs como adjuvantes, na extração seletiva de IgG 
e posterior purificação diretamente a partir de sobrenadantes de linhas celulares obtidas 
de CHO. Para tal, inicialmente foi efetuado um estudo inicial sobre a influência de 
diversos LIs no comportamento de partição da IgG pura/comercial, seguido da aplicação 
dos SAB mais promissores estudados para a extração e purificação da IgG a partir dos 
sobrenadantes das culturas de células CHO. A eficiência do processo de extração foi 
inferida e discutida de acordo com os rendimentos de extração e níveis de pureza obtidos, 
bem como do ponto de vista da manutenção da integridade, das propriedades fisíco-











2. Materiais e Métodos 
2.1. Produção de anticorpos monoclonais anti-IL-8 
2.1.1. Linha celular e meio de cultura 
Os anticorpos monoclonais anti-interleucina-8 humana (anti-IL-8) foram produzidos 
por uma linha celular CHO DP-12 clone #1934 (ATCC CRL-12445) da American Tissue 
Cell Collection (ATCC), utilizando o método de seleção DHFR-/metotrexato. De acordo 
com a patente americana #6133426 (patente europeia EP 1415998), trata-se de um clone 
derivado da transfeção de células CHO DP-12 com o vetor p6G4V11N35E.choSD.10 e 
selecionadas em metotrexato.  
As células CHO DP-12 cresceram em 75% (v/v) de meio de cultura sem soro 
(ProCHO™5, Lonza Group Ltd, Bélgica) e 25% (v/v) DMEM (Dulbecco’s Modified 
Eagle’s Medium) (Gibco®, Carlsbad, CA, EUA) suplementado com 10% (v/v) de soro 
fetal bovino com teor muito baixo em IgG (FBSUL, Gibco®). 200 nM de metotrexato 
encontrava-se presente no meio de cultura de forma a manter a pressão seletiva. 
ProCHO™5 foi suplementado com 4 mM L-glutamina (Gibco®), 2,1 g/L NaHCO3 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 10 mg/L insulina humana recombinante (Lonza), 
0,07% (v/v) lípidos (Lonza) e 1% (v/v) antibióticos (100 U/mL penicilina e 100 μg/mL 
estreptomicina) (Gibco®). O meio de cultura DMEM utilizado continha 4,5 g/L D-
glucose, 4 mM L-glutamina e 1 mM de piruvato de sódio. Após a ressuspensão do pó de 
DMEM, adicionou-se 1,5 g/L NaHCO3, 2 mg/L insulina recombinante humana, 35 mg/L 
L-prolina (todos adquiridos através da Sigma-Aldrich), 0,1% (v/v) de um elemento 
vestigial A, 0,1% (v/v) de um elemento vestigial B (ambos da Cellgro®, Manassas, VA, 
EUA) e 1% (v/v) antibióticos (100 U/mL penicilina e 100 μg/mL streptomicina) 
(Gibco®).  
2.1.2. Passagem celular 
As culturas cresceram em frascos T-75 (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ) a 37 ºC (± 1 
ºC) e 5% CO2, com uma densidade celular inicial de 2,1 × 10
6 células/mL. As passagens 
celulares foram realizadas a cada 4 dias, em condições de máxima assepsia numa câmara 
de fluxo laminar. Em cada passagem, os sobrenadantes celulares foram coletados para 
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tubos BD Falcon™ e sujeitos a centrifugação a 1250 rpm durante 7 minutos, período após 
o qual foram transferidos para um novo tubo BD Falcon™ e armazenados a -20 ºC (± 1 
ºC). As células foram lavadas com uma solução salina aquosa tamponizada a pH 7,4 
designada PBS (Phosphate Buffer Saline) (Gibco®) e dissociadas do frasco T-75 pela 
adição de uma solução de Acutase (Sigma-Aldrich) por 5 minutos a 37 ºC (± 1 ºC). A 
suspensão celular foi centrifugada a 1250 rpm durante um período de 7 minutos num tubo 
BD Falcon™, e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspendido em novo meio 
de cultura, sendo retirada uma alíquota para o processo de contagem celular e 
determinação da viabilidade. Assim, o número de células presentes na cultura após os 4 
dias de crescimento foi determinado através de um hemacitómetro e utilizando um 
microscópio ótico Leica DMLB (Wetzlar, Alemanha), através do método de exclusão do 
azul de tripano (Gibco®). A suspensão celular foi posteriormente cultivada num novo 
frasco T-75, numa densidade celular de 2,1 × 106 células/mL, sendo então transferido 
para uma incubadora a 37 ºC (± 1 ºC) e 5% de CO2. 
 A evolução da morfologia das células ao longo dos 4 dias de cultura foi visualizada 
num microscópio Olympus CKX41 (Tóquio, Japão) e as imagens digitais foram 
adquiridas através do software CellSens Entry (Tóquio, Japão) e tratadas com o software 
de tratamento de imagem ImageJ. 
A cultura celular foi mantida por vários meses, sendo que em cada passagem vários 
parâmetros foram determinados, nomeadamente a densidade celular (Equação 1), 
percentagem de viabilidade (Equação 2) e a produtividade (Equação 3): 
𝐷𝐶 = 𝑁º 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑣𝑎𝑠 × 𝐹𝐷 ×  104                                                                                                  (1) 
% 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 =  
𝑁º 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑣𝑎𝑠
𝑁º 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
 × 100                                                                              (2) 
𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 =  
[𝐼𝑔𝐺]
𝑁º 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 × 𝑡
                                                                                       (3) 
em que 𝐷𝐶 representa a densidade celular, 𝐹𝐷 refere-se ao fator de diluição em causa, 𝑡 
representa o tempo de cultura, expresso em dias e [𝐼𝑔𝐺] representa a concentração de IgG 
presente no sobrenadante celular, expressa em mg/L. Por fim, o pH de cada sobrenadante 
foi determinado a 25 ºC (± 1 ºC) utilizando um medidor METTLER TOLEDO 






2.2. Sistemas quaternários PEG + Fosfato + H2O + LI 
2.2.1. Reagentes químicos 
Os sistemas utilizados neste trabalho foram estabelecidos através da utilização de uma 
solução aquosa de PEG com uma massa molecular de 3350 Da, abreviado como PEG 
3350, e obtido através da Sigma-Aldrich. O polímero foi utilizado sem qualquer 
purificação posterior. 
A fase aquosa consistiu numa solução de tampão fosfato a pH 7, preparada a partir de 
fosfato de potássio dibásico anidro (K2HPO4) e fosfato de sódio monobásico anidro 
(NaH2PO4), obtidos igualmente a partir da Sigma-Aldrich, uma vez que estes apresentam 
maior solubilidade do que os seus respetivos sais monobásicos e dibásicos. 
Nesta etapa foram estudados dois LIs como adjuvantes no sistema: o cloreto de 
tetrametilamónio, [N1111]Cl (pureza superior a 97%); e o cloreto de 1-butil-3-
metilimidazólio, [C4mim]Cl (pureza superior a 99%). Os LIs foram fornecidos pela 
Sigma-Aldrich e pela Iolitec (Heilbronn, Alemanha), respetivamente. As estruturas 
químicas dos LIs estudados encontram-se representadas na Figura 8. 
 
 
Figura 8 – Estruturas químicas dos LIs estudados como adjuvantes no sistemas PEG+Fosfato+H2O: (i) 
[N1111]Cl; (ii) [C4mim]Cl. 
 
De forma a reduzir a água e o conteúdo de compostos voláteis para valores 
negligenciáveis, as amostras individuais de LIs foram secas perante agitação constante 
em vácuo e a uma temperatura moderada de aproximadamente 50 ºC (± 1 ºC), por pelo 
menos 24 horas. Após este processo, a pureza de cada LI foi averiguada pelo espetro de 
RMN de 1H e 13C e verificou-se estar de acordo com a pureza indicada pelos fornecedores. 
A água utilizada ao longo de todo este trabalho foi tratada com o sistema de purificação 
de água Milli-Q® Integral (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha). 
2.2.2. Reagentes biológicos 
Para os estudos do potencial de extração e otimização destes sistemas foi utilizada IgG 
humana para administração terapêutica (nome comercial: Gammanorm®), adquirida 
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através da Octapharma (Lachen, Suiça), como uma solução de concentração 165 mg/mL 
contendo 95% de IgG (dos quais 59% IgG1, 36% IgG2, 4,9% IgG3 e 0,5% IgG4). 
2.2.3. Procedimento experimental para a extração de IgG comercial 
2.2.3.1. Preparação dos SAB 
Inicialmente, foi necessária a preparação da solução stock de IgG comercial a uma 
concentração de 1 mg/mL, a partir da solução de IgG Gammanorm® de concentração 165 
mg/mL, para posterior utilização na formação de cada SAB. 
A composição das misturas quarternárias foi escolhida com base no diagrama de fase 
ternário do sistema PEG 3350 + Fosfato + H2O já reportado na literatura [132]. Deste 
modo, SAB com uma massa final de 2 g foram preparados em eppendorfs através da 
pesagem das quantidades apropriadas dos componentes a partir de soluções stock de 50% 
(m/m) PEG 3350 e 40% (m/m) tampão fosfato (preparado através da adição de 16 g de 
NaH2PO4, 24 g de K2HPO4 e 60 g de H2O). A concentração de PEG e fosfato no sistema 
foi de 12% e 10%, respetivamente, tendo sido estudadas diferentes concentrações de cada 
LI (nomeadamente 1, 5 e 10%). A solução stock de IgG representou 30% da massa do 
sistema, exceto nos brancos em que não foi adicionada qualquer quantidade de IgG. 
Finalmente, a água foi adicionada de modo a atingir a composição final desejada para o 
sistema. Assim, as misturas foram preparadas gravimetricamente, com um erro associado 
de ± 10-6 g, e vigorosamente agitadas com auxílio de um vórtex (Ika, Staufen, Alemanha). 
De forma a ser atingido o equilíbrio e garantindo a completa separação das fases, os 
sistemas foram centrifugados a 3500 rpm. durante um período de 30 minutos (período de 
tempo estabelecido em trabalhos de otimização prévios), numa centrífuga com rotor de 
ângulo fixo (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), permitindo o particionamento completo 
da IgG entre as duas fases coexistentes. 
Em todas as misturas consideradas para este tipo de sistema e com as composições 
utilizadas, a fase aquosa rica em PEG é a fase superior, ao passo que a fase aquosa rica 
em fosfato corresponde à fase inferior. 
Seguidamente, os volumes foram determinados e as fases devidamente separadas, 
utilizando uma micropipeta para a remoção das fases superiores e uma seringa de 2 mL 
para a obtenção da fase inferior. Ambas as fases foram posteriormente analisadas, tendo 
sido quantificada a proteína presente em cada fase, e o coeficiente de partição, o 
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rendimento e eficiência de extração e os respetivos desvios-padrão foram ainda 
determinados.  
2.2.3.2. Determinação do pH das fases 
O pH de ambas as fases coexistentes, a fase aquosa rica em PEG e a fase aquosa rica 
em fosfato, foi determinado a 25 ºC (± 1 ºC) utilizando um medidor Metrohm 702 SM 
Titrino (Herisau, Suiça), com uma incerteza de ± 0,01 em cada medição. 
2.2.3.3. Quantificação de IgG 
O conteúdo de IgG presente em cada fase foi quantificado através de cromatografia de 
afinidade num sistema ÄKTA™ 10 Purifier da GE Healthcare (Uppsala, Suécia) 
utilizando uma coluna de afinidade analítica POROS Proteína G (2,1 × 30 mm) da 
Applied Biosystems (Foster City, CA, EUA). A adsorção da IgG à coluna foi realizada 
com um tampão fosfato a pH 7,4 contendo 50 mM de fosfato de sódio (NaH2PO4) e 150 
mM de cloreto de sódio (NaCl) durante 1,8 minutos. A eluição do anticorpo foi 
conseguida através da diminuição do valor de pH, utilizando um tampão a pH 2 contendo 
12 mM de ácido clorídrico (HCl) e 150 mM de NaCl durante um período de 2,5 minutos. 
Finalmente, a coluna foi reequilibrada com o tampão de adsorção durante 3,4 minutos. 
As amostras das fases superiores e inferiores contendo IgG foram diluídas 20 vezes no 
tampão de adsorção e foram injetados 0,5 mL na coluna utilizando o Autosampler A-900 
da GE Healthcare. A absorvância foi monitorizada a 215 nm. A concentração de IgG foi 
posteriormente determinada a partir de uma curva de calibração preparada de fresco a 
cada ensaio de quantificação, e obtida utilizando IgG Gammanorm como biomolécula-
padrão. Os padrões de IgG preparados variaram numa gama de concentrações 
compreendidas entre 0,2 e 20 mg/L, tal como é possível observar na Figura B.1 do Anexo 
B, que representa o exemplo de uma curva de calibração obtida utilizando este 
procedimento. No final de cada ensaio, a coluna foi armazenada num tampão fosfato a 
pH 7,4 contendo 10 mM de NaH2PO4, e 0,002% de azida de sódio. 
2.2.3.4. Determinação dos coeficientes de partição e rendimentos/eficiências de 
extração da IgG 







                                                                                                                              (4) 
em que [𝐼𝑔𝐺]𝑃𝐸𝐺  e [𝐼𝑔𝐺]𝑓𝑜𝑠𝑓𝑎𝑡𝑜 representam a concentração total da IgG na fase aquosa 
rica em PEG e em fosfato, respetivamente. O rendimento de extração de IgG para a fase 




 × 100                                                                                                 (5) 
em que [𝐼𝑔𝐺]𝑃𝐸𝐺  representa a concentração de IgG na fase aquosa rica em PEG, 
[𝐼𝑔𝐺]𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 representa a concentração de IgG adicionada inicialmente a partir do stock 
para a formação do sistema, e os parâmetros 𝑉𝑃𝐸𝐺  e 𝑉𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙  representam o volume da fase 
aquosa rica em PEG e o volume da solução de IgG adicionada ao sistema, respetivamente. 




 × 100                                                               (6) 
em que [𝐼𝑔𝐺]𝑃𝐸𝐺  e [𝐼𝑔𝐺]𝑓𝑜𝑠𝑓𝑎𝑡𝑜 representam a concentração de proteína na fase aquosa 
rica em PEG e fosfato, respetivamente, e os parâmetros 𝑉𝑃𝐸𝐺  e 𝑉𝑓𝑜𝑠𝑓𝑎𝑡𝑜  representam o 
volume da fase aquosa rica em PEG e em fosfato, respetivamente. Possíveis interferências 
do tampão fosfato, do PEG 3350 e dos vários LIs com os métodos analíticos foram 
investigadas e não aparentaram ser consideráveis nas condições em que se realizou o 
trabalho e diluições efetuadas. 
2.3. Sistemas quaternários PEG + Dextrano + H2O + LI 
2.3.1. Reagentes químicos 
Os sistemas utilizados neste trabalho foram estabelecidos através da utilização de uma 
solução aquosa de PEG com uma massa molecular de 3350 Da, abreviado como PEG 
3350, e de uma solução de dextrano com uma massa molecular de 500.000 Da, abreviado 
como dextrano 500 kDa, ambos obtidos através da Sigma-Aldrich. Os polímeros foram 
utilizados sem qualquer purificação posterior. 
Foram estudados nove LIs como adjuvantes no sistema, nomeadamente: o cloreto de 
tetrametilamónio, [N1111]Cl (pureza superior a 97%); o cloreto de tetrabutilamónio, 
[N4444]Cl (pureza superior a 97%); o cloreto de tetrabutilfosfónio, [P4444]Cl (sem 
informação relativamente à pureza); o cloreto de 1-butil-4-metilpiridínio, [C4-4mpy]Cl 
(pureza superior a 98%); o cloreto de colina, [Ch]Cl (pureza superior a 98%); o acetato 
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de colina, [Ch][Ac] (pureza superior a 99%); o cloreto de 1-butil-3-metilimidazólio, 
[C4mim]Cl (pureza superior a 99%); o brometo de 1-butil-3-metilimidazólio, [C4mim]Br 
(pureza superior a 99%); e o hidrogenosulfato de 1-butil-3-metilimidazólio, 
[C4mim][HSO4] (pureza superior a 99%). Os LIs foram fornecidos pela Iolitec, à exceção 
do [N1111]Cl e do [N4444]Cl que foram fornecidos pela Sigma-Aldrich, o [Ch]Cl fornecido 
pela Acros Organics e o [P4444]Cl providenciado pela Cytec Industries Inc. As estruturas 
químicas dos LIs estudados encontram-se representadas na Figura 9. 
 
 
Figura 9 – Estruturas químicas dos LIs estudados como adjuvantes nos sistemas PEG+Dextrano+H2O: (i) 
[N1111]Cl; (ii) [N4444]Cl; (iii) [P4444]Cl; (iv) [C4-4mpy]Cl; (v) [Ch]Cl; (vi) [Ch][Ac]; (vii) [C4mim]Cl; (viii) 




De forma a reduzir a água e o conteúdo de compostos voláteis para valores 
negligenciáveis, as amostras individuais de LIs foram secas perante agitação constante 
em vácuo e a uma temperatura moderada de aproximadamente 50 ºC (± 1 ºC), por pelo 
menos 24 horas. Após este processo, a pureza de cada LI foi averiguada pelo espetro de 
RMN de 1H e 13C e verificou-se estar de acordo com a pureza indicada pelos fornecedores. 
O material necessário para a análise por SDS-PAGE inclui: solução de 
acrilamida/bisacrilamida 40% obtida a partir da Bio-Rad (Hercules, CA, EUA); 
tris(hidroximetil)aminometano, PA da Pronalab; dodecilsulfato de sódio, SDS, com 
pureza superior a 98,5% (m/m) e glicina obtidos na Sigma-Aldrich; persulfato de amónio 
(APS) e N,N,N',N'tetrametiletilenodiamina (TEMED) igualmente obtidos na Sigma-
Aldrich; 4x Laemmli Sample Buffer adquirido na Bio-Rad (Hercules, CA, EUA); solução 
de DL-ditiotreitol 1M em água, DTT, obtido na Sigma-Aldrich; azul brilhante de 
Coomassie R sob a forma de pastilhas solúveis (nome comercial: PhastGel® Blue R) 
adquirido na Sigma-Aldrich; etanol da Thermo Scientific Pierce (Rockford, IL, EUA); 
ácido acético (CH3COOH) 100% puro glacial obtido na Merck; marcador Precision Plus 
Protein™ Dual Color Standards foram adquiridos na Bio-Rad (Hercules, CA, EUA).  
Para a quantificação das proteínas totais pelo método de Bradford, o Coomassie Plus 
(Bradford) Protein Assay foi adquirido na Thermo Scientific Pierce. 
2.3.2. Reagentes biológicos 
Para os estudos do potencial de extração e otimização destes sistemas foi utilizada IgG 
humana para administração terapêutica (nome comercial: Gammanorm®), adquirida 
através da Octapharma, com as especificações anteriormente descritas.  
A realização dos estudos da potencialidade de extração e purificação dos sistemas em 
estudo a partir da matriz real foi feita utilizando os sobrenadantes das culturas celulares 
CHO DP-12, produzidos de acordo com o procedimento descrito no capítulo 2.1. desta 
dissertação, tratando-se de uma matriz extremamente complexa contendo anticorpos anti-
IL-8. 
O padrão de albumina de soro bovino (BSA) foi adquirido em ampolas, com uma 





2.3.3. Procedimento experimental para a caracterização do sistema 
2.3.3.1. Determinação do diagrama de fase 
Inicialmente, a curva binodal do diagrama de fase do sistema ternário PEG 3350 + 
dextrano 500 kDa + H2O foi determinado, pois apesar de este já se encontrar reportado 
na literatura [132], pretendeu-se caracterizá-lo nas condições exatas de trabalho (por 
exemplo em termos de temperatura e pureza dos componentes utilizados). Assim, a curva 
binodal foi determinada pelo método de titulação turbidimétrica a 25 ºC (± 1 ºC) e à 
pressão atmosférica [29]. Foram preparadas soluções aquosas de dextrano a 25% (m/m) 
e de PEG a 50 % (m/m), e utilizadas para a determinação dos diagramas de fase. Foi 
efetuada a adição repetitiva, e gota a gota, da solução aquosa dextrano à solução de PEG 
até à deteção de uma solução turva, correspondente à região bifásica, seguida da adição 
gota a gota de água milli-Q até se detetar uma solução límpida, que indica a entrada na 
região monofásica [32]. Estas adições gota a gota foram realizadas perante agitação 
constante. A composição dos sistemas ternários foi determinada pela quantificação 
gravimétrica de todos os componentes adicionados, com uma incerteza de ± 10-4 g. Para 
além deste método direto descrito, foi necessário recorrer a um método indireto de 
obtenção do diagrama, uma vez que pelo método anterior não foi possível obter pontos 
suficientes para traçar o diagrama. No método indireto, a única alteração introduzida no 
procedimento é a adição repetitiva e gota a gota da solução aquosa do PEG à solução 
aquosa de dextrano até à deteção de uma solução turva, seguida da adição gota a gota de 
água até se detetar novamente uma solução límpida. 
As TLs foram determinadas por um método gravimétrico originalmente descrito por 
Merchuk et al. [185]. Para tal, foram preparadas gravimetricamente misturas de PEG 
3350 + dextrano 500 kDa + H2O na região bifásica, e de seguida vigorosamente agitadas. 
Para que ocorresse a separação das fases e a mistura atingisse o equilíbrio, as mesmas 
foram centrifugadas a 3500 rpm. durante um período de 30 minutos, numa centrífuga com 
rotor de ângulo fixo (Eppendorf). Após a etapa de separação, ambas as fases de topo e de 
fundo foram pesadas. Finalmente, cada TL foi determinada individualmente pela 
aplicação da regra da alavanca que traduz uma relação entre o peso da fase de topo e a 
composição total do sistema. A curva binodal experimental foi ajustada primeiramente 
utilizando a Equação 7 [185]: 
[𝑃𝐸𝐺] = 𝐴𝑒𝑥𝑝[(𝐵[𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜]0,5) − (𝐶[𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜]3)]                                                                (7) 
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em que [PEG] e [dextrano] são, respetivamente, a percentagem mássica de PEG e de 
dextrano, e A, B e C são constantes obtidas pela regressão. 
Para a determinação das TLs, resolveu-se o seguinte sistema constituído por quatro 
equações (Equações 8 até 11) e quatro incógnitas 
([𝑃𝐸𝐺]𝑃𝐸𝐺 , [𝑃𝐸𝐺]𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜 , [𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜]𝑃𝐸𝐺  e [𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜]𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜): 
[𝑃𝐸𝐺]𝑃𝐸𝐺 = 𝐴𝑒𝑥𝑝[(𝐵[𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜]𝑃𝐸𝐺
0,5 ) − (𝐶[𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜]𝑃𝐸𝐺
3 )]                                               (8) 
[𝑃𝐸𝐺]𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜 = 𝐴𝑒𝑥𝑝[(𝐵[𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜]𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜
0,5 ) − (𝐶[𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜]𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜
3 )]              (9) 






) [𝑃𝐸𝐺]𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜                                                                                     (10) 






) [𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜]𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜                                                   (11) 
As designações subscritas PEG, dextrano e M, representam a fase de topo, fase de fundo 
e ponto de mistura, respetivamente. O parâmetro α representa a razão entre a massa da 
fase de topo e a massa total da mistura. A resolução do sistema referido anteriormente 
permite-nos obter a concentração de PEG e de dextrano nas fases de topo e de fundo. 
Finalmente, para o cálculo das tie-line lengths (TLLs), foi aplicada a Equação 12. 
𝑇𝐿𝐿 = √([𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜]𝑃𝐸𝐺 − [𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜]𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜)2 + ([𝑃𝐸𝐺]𝑃𝐸𝐺 − [𝑃𝐸𝐺]𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜)2     (12) 
2.3.4. Procedimento experimental para a extração de IgG comercial 
2.3.4.1. Preparação dos SAB 
Inicialmente, foi necessária a preparação da solução stock de IgG comercial a uma 
concentração de 1 mg/mL, a partir da solução de IgG Gammanorm® de concentração 165 
mg/mL, para posterior utilização na formação de cada SAB. 
A composição das misturas quarternárias foram escolhidas com base no diagrama de 
fase ternário do sistema PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H2O já reportado na literatura 
[132] e determinado nas condições experimentais no capítulo 2.3.3. desta dissertação. 
Deste modo, SAB com uma massa final de 2 g foram preparados em eppendorfs através 
da pesagem das quantidades apropriadas dos componentes a partir de soluções stock de 
50% (m/m) PEG 3350 e 25% (m/m) dextrano. A concentração de PEG e dextrano no 
sistema foi de 7% e 5%, respetivamente, tendo sido estudadas diferentes concentrações 
de cada LI. O carregamento da solução stock de IgG representou 30% da massa do 
sistema, exceto nos brancos em que não foi adicionada qualquer quantidade de IgG. 
Finalmente, adicionou-se água de modo a atingir a composição final desejada para o 
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sistema. Assim, as misturas foram preparadas gravimetricamente, com um erro associado 
de ± 10-6 g, e vigorosamente agitadas com auxílio de um vórtex (Ika). De forma a ser 
atingido o equilíbrio e garantindo a completa separação das fases, os sistemas foram 
centrifugados a 3500 rpm. durante um período de 30 minutos (período de tempo 
estabelecido em trabalhos de otimização prévios), numa centrífuga com rotor de ângulo 
fixo (Eppendorf), permitindo o particionamento completo da IgG entre as duas fases 
coexistentes. 
Em todas as misturas consideradas para este tipo de sistema e com as composições 
utilizadas, a fase aquosa rica em PEG é a fase superior, ao passo que a fase aquosa rica 
em dextrano corresponde à fase inferior. 
Seguidamente, os volumes foram determinados e as fases devidamente separadas, 
utilizando uma micropipeta para a remoção das fases superiores e uma seringa de 2 mL 
apropriada para a obtenção da fase inferior. Ambas as fases foram posteriormente 
analisadas, tendo sido quantificada a proteína presente em cada fase, e o coeficiente de 
partição, o rendimento e eficiência de extração e os respetivos desvios-padrão foram ainda 
determinados. O pH de ambas as fases coexistentes foi determinado a 25 ºC (± 1 ºC) e o 
conteúdo de IgG presente em cada fase foi quantificado de acordo com os procedimentos 
descritos anteriormente nos capítulos 2.2.3.2. e 2.2.3.3., respetivamente. 
2.3.4.2. Determinação dos coeficientes de partição e rendimentos/eficiências de 
extração da IgG 





                                                                                                                              (13) 
em que [𝐼𝑔𝐺]𝑃𝐸𝐺  e [𝐼𝑔𝐺]𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜 representam a concentração total da IgG na fase aquosa 
rica em PEG e em dextrano, respetivamente. O rendimento de extração de IgG para a fase 




 × 100                                                                                                 (14) 
em que [𝐼𝑔𝐺]𝑃𝐸𝐺  representa a concentração de IgG na fase aquosa rica em PEG, 
[𝐼𝑔𝐺]𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 representa a concentração de IgG adicionada inicialmente a partir do stock 
para a formação do sistema, e os parâmetros 𝑉𝑃𝐸𝐺  e 𝑉𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙  representam o volume da fase 
aquosa rica em PEG e o volume da solução stock adicionada ao sistema, respetivamente. 






 × 100                                                             (15) 
em que [𝐼𝑔𝐺]𝑃𝐸𝐺  e [𝐼𝑔𝐺]𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜 representam a concentração de proteína na fase aquosa 
rica em PEG e dextrano, respetivamente, e os parâmetros 𝑉𝑃𝐸𝐺  e 𝑉𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜  representam 
o volume da fase aquosa rica em PEG e em dextrano, respetivamente. Possíveis 
interferências do PEG 3350, do dextrano 500 kDa e dos vários LIs com os métodos 
analíticos foram investigadas e não aparentaram ser consideráveis nas condições em que 
se realizou o trabalho e diluições efetuadas. 
2.3.4.3. Determinação dos coeficientes de partição e eficiências de extração dos 
LIs 
Dado que os sistemas quaternários têm também na sua composição LIs, a própria 
partição de alguns dos LIs entre as fases coexistentes foi também estudada. Nesse sentido, 
os LIs da família dos imidazólios em estudo ([C4mim]Cl, [C4mim]Br e [C4mim][HSO4]) 
foram quantificados em cada fase, através de espetroscopia UV, usando o Espetrómetro 
Spectramax 384 Plus da Molecular Devices (Sunnyvale, CA, EUA), sendo as leituras 
efetuadas a 211 nm, dado que se trata do comprimento de onda de absorção máxima para 
o anel aromático imidazólio e tal como comprovado experimentalmente. Mais ainda, foi 
estudada a partição dos LIs [N1111]Cl, [Ch]Cl e  [P4444]Cl através da sua quantificação nas 
duas fases coexistentes recorrendo a um Metrohm 904 Titrando equipado com um 
elétrodo seletivo de cloretos, e por quantificação do anião cloreto (Cl-) constituinte de 
cada IL, por relação estequiométrica. As amostras das fases superior e inferior contendo 
o LI foram diluídas 100 vezes em água ultra-pura milli-Q e solução TISAB (contendo 
nitrato de potássio 0,1 M, ácido acético 0,1 M e acetato de sódio 0,1 M) de forma a manter 
a força iónica das amostras para posterior análise, com o auxílio do software Tiamo™ 2.3. 
A leitura das amostras foi realizada em condições de agitação permanente, e com 
intervalos de 5 minutos entre leituras, de forma a restabelecer a força iónica do elétrodo 
em solução TISAB. A concentração do anião cloreto (Cl-) foi posteriormente determinada 
a partir de uma curva de calibração preparada de fresco a cada ensaio de quantificação, e 
obtida utilizando KCl como padrão. Os padrões de Cl- preparados variaram numa gama 
de concentrações compreendidas entre 0,1 e 100 mmol/L, tal como é possível observar 
na Figura C.1 do Anexo C, que representa o exemplo de uma curva de calibração obtida 
utilizando este procedimento. 
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O coeficiente de partição de cada LI em cada sistema, 𝐾𝐿𝐼, foi determinado recorrendo 




                                                                                                                             (16) 
em que [𝐿𝐼]𝑃𝐸𝐺 e [𝐿𝐼]𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜 representam as concentrações de LI na fase aquosa rica 
em PEG e na fase aquosa rica em dextrano, respetivamente. Também a eficiência de 




 × 100                                                                      (17) 
em que [𝐿𝐼]𝑃𝐸𝐺 e [𝐿𝐼]𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜 representam a concentração de LI na fase aquosa rica em 
PEG e dextrano, respetivamente, e os parâmetros 𝑉𝑃𝐸𝐺  e 𝑉𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜  representam a massa 
da fase aquosa rica em PEG e em dextrano, respetivamente. 
2.3.5. Procedimento experimental para a extração de IgG anti-IL-8 a partir de 
sobrenadantes de culturas celulares CHO 
2.3.5.1. Preparação dos SAB 
Inicialmente, foi necessária a produção de anticorpos monoclonais anti-IL-8 através 
de tecnologia celular mamífera de acordo com o procedimento apresentado no capítulo 
2.1. desta dissertação. Os sobrenadantes das culturas celulares contendo os anticorpos 
monoclonais foram então utilizados diretamente na preparação dos SAB de extração, 
constituindo assim a matriz real em estudo.  
A composição das misturas quarternárias foram escolhidas tendo por base os 
sistemas/condições mais promissoras para a extração de IgG resultantes do processo de 
otimização com IgG comercial. Deste modo, SAB com uma massa final de 2 g foram 
preparados em eppendorfs através da pesagem das quantidades apropriadas dos 
componentes a partir de soluções stock de 50% (m/m) PEG 3350 e 25% (m/m) dextrano. 
A concentração de PEG e dextrano no sistema foi de 7% e 5%, respetivamente, tendo 
sido estudadas as diferentes concentrações dos LIs que se revelaram mais promissoras. O 
sobrenadante celular representou a percentagem máxima da massa do sistema com maior 
quantidade de LI adicionado como adjuvante. Foram preparados brancos, em que não foi 
adicionada qualquer quantidade de sobrenadante. Finalmente, adicionou-se água de modo 
a atingir a composição final desejada para os sistemas com menores quantidades de LI. 
Assim, as misturas foram preparadas gravimetricamente, com um erro associado de ± 10-
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6 g, e vigorosamente agitadas com auxílio de um vórtex (Ika). De forma a ser atingido o 
equilíbrio e garantindo a completa separação das fases, os sistemas foram centrifugados 
a 3500 rpm durante um período de 30 minutos (período de tempo estabelecido em 
trabalhos de otimização prévios), numa centrífuga com rotor de ângulo fixo (Eppendorf), 
permitindo o particionamento completo da IgG e das restantes impurezas proteicas entre 
as duas fases coexistentes. 
Em todas as misturas consideradas para este tipo de sistema e com as composições 
utilizadas, a fase aquosa rica em PEG é a fase superior, ao passo que a fase aquosa rica 
em dextrano corresponde à fase inferior. 
Seguidamente, os volumes foram determinados e as fases devidamente separadas, 
utilizando uma micropipeta para a remoção das fases superiores e uma seringa de 2 mL 
apropriada para a obtenção da fase inferior. Ambas as fases foram posteriormente 
analisadas, tendo sido quantificada a IgG e as proteínas totais presentes em cada fase, e o 
coeficiente de partição, o rendimento e eficiência de extração da IgG e os respetivos 
desvios-padrão foram ainda determinados. O pH de ambas as fases coexistentes foi 
determinado a 25 ºC (± 1 ºC) e o conteúdo de IgG presente em cada fase foi quantificado 
de acordo com os procedimentos descritos anteriormente nos capítulos 2.2.3.2. e 2.2.3.3., 
respetivamente. 
2.3.5.2. Determinação dos coeficientes de partição e rendimentos/eficiências de 
extração da IgG 
Os coeficientes de partição da proteína, KIgG, foram determinados de acordo com a 
Equação 13, o rendimento de extração de IgG para a fase rica em PEG foi determinado 
através da Equação 14, e a eficiência de extração foi determinada através da Equação 15, 
todas anteriormente descritas no capítulo 2.3.4.4. desta dissertação.  
O coeficiente de partição das impurezas proteicas em cada sistema, 𝐾𝑖𝑚𝑝𝑢𝑟𝑒𝑧𝑎𝑠, foi 




                                                                                             (18) 
em que [𝑖𝑚𝑝𝑢𝑟𝑒𝑧𝑎𝑠]𝑃𝐸𝐺 e [𝑖𝑚𝑝𝑢𝑟𝑒𝑧𝑎𝑠]𝑑𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑜  representam as concentrações de 




Possíveis interferências do PEG 3350, do dextrano 500 kDa e dos LIs com os métodos 
analíticos foram investigadas e não aparentaram ser consideráveis nas condições em que 
se realizou o trabalho e diluições efetuadas. 
2.3.5.3. Determinação do nível de pureza da IgG 
Uma vez que os sobrenadantes das culturas celulares CHO se tratam de uma matriz 
real bastante complexa, contendo outras proteínas para além da IgG, torna-se relevante 
calcular o nível de pureza específico da IgG na fase rica em PEG após a etapa de SAB. 
Para isso são necessários os dados da quantificação da IgG por cromatografia de afinidade 
obtidos no capítulo 2.3.5.3. desta dissertação, e torna-se necessário quantificar as 
proteínas totais presentes em cada fase (que inclui a IgG + impurezas proteicas). 
Deste modo, a concentração das proteínas solúveis totais presentes em ambas as fases 
coexistentes foi determinada pelo método de Bradford [186], utilizando o kit Coomassie 
Plus da Pierce. Este método é baseado na observação de que o azul brilhante e Coomassie 
G-250 pode apresentar duas cores diferentes, vermelho e azul. A sua forma vermelha é 
convertida para a forma azul aquando da ligação da proteína ao corante, uma vez que esta 
ligação causa a alteração do comprimento máximo de absorção do corante para 595 nm. 
Os ensaios foram realizados em microplacas de poliestireno com 96 poços, nas quais 200 
μL do reagente de Coomassie foram adicionado a 50 μL das amostras, brancos e soluções 
padrão. De seguida, a placa foi agitada num agitador de microplacas durante um período 
de 30 segundos e incubada durante um período de 10 minutos à temperatura ambiente. 
Finalmente, as absorvâncias foram determinadas a um comprimento de onda de 595 nm 
num leitor de microplacas SPECTROstar® Nano da BMG Labtech. De modo a evitar 
interferências do PEG, dextrano e LI no método, todas as amostras das fases superior e 
inferior foram analisadas contra sistemas brancos, contendo a mesma composição das 
fases mas sem a presença de proteínas. Para além disso, foram efetuados ensaios 
preliminares no sentido de otimizar a diluição das fases e de validar o método para a 
quantificação das proteínas totais na presença dos componentes do SAB. 
A concentração das proteínas totais foi posteriormente determinada a partir de uma 
curva de calibração preparada de fresco a cada ensaio de quantificação, e obtida utilizando 
BSA como biomolécula-padrão. Os padrões de BSA preparados variaram numa gama de 
concentrações compreendidas entre 5 e 400 mg/L, tal como é possível observar na Figura 
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D.1 do Anexo D, que representa o exemplo de uma curva de calibração obtida utilizando 
este procedimento. 
Assim, o nível de pureza da IgG em cada fase do sistema, %𝑃𝑢𝑟𝑒𝑧𝑎𝐼𝑔𝐺 , foi 




                                                                                                                           (19) 
em que [𝐼𝑔𝐺] e [𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎𝑠] representam as concentrações de IgG e das proteínas totais 
na fase, respetivamente. 
2.3.6. Avaliação da integridade/estabilidade da IgG após a etapa de extração 
2.3.6.1. Avaliação do perfil proteico 
De forma a avaliar e confirmar a extração seletiva da IgG face às restantes impurezas 
proteicas dos sobrenadantes das culturas celulares, bem como a integridade e manutenção 
do peso molecular da proteína, após cada etapa de quantificação, foi investigado o perfil 
proteico das fases aquosas coexistentes. Assim, os perfis de distribuição proteica por 
ambas as fases dos sistemas em estudo foram investigados por eletroforese em gel de 
poliacrilamida (SDS-PAGE), de modo a avaliar qualitativamente a presença e 
distribuição relativa de IgG e das restantes impurezas proteicas por ambas as fases.  
As amostras foram preparadas e diluídas em tampão de carregamento contendo 62,5 
mM Tris-HCl pH 6,2, 2% SDS, 0,01% azul de bromofenol e 10% glicerol, e desnaturadas 
em condições redutoras através da adição de 0,1 M DTT e de uma etapa de aquecimento 
da amostra a 100ºC durante um período de 5 minutos. Assim, para um volume final de 50 
μL, foram adicionados 25 μL de tampão de carregamento, 5 μL de DTT e 20 μL de 
amostra da fase. Um volume de 20 μL de cada amostra diluída foi carregado num gel de 
poliacrilamida (stacking gel: 12% T, 3,3% C; gel resolvente: 4% T, 3,3% C), preparado 
a partir de uma solução stock 40% acrilamida/bisacrilamida (29:1 com um tampão de 
corrida cuja composição inclui 25 mM Tris-HCl, 192 mM glicina e 0,1% (m/v) SDS a 
pH 8,3. Utilizou-se um padrão de pesos moleculares de proteínas para o SDS-PAGE, 
Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-rad). Os géis foram coradas com um 
procedimento habitual de coloração, em solução aquosa contendo azul brilhante de 
Coomassie R-250 0,1% (m/v), etanol 30% (v/v), ácido acético 10% (v/v) e água, num 
agitador orbital e a uma velocidade moderada, durante o tempo necessário a uma 
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temperatura de 40ºC. Os géis foram descorados através da sua lavagem numa solução 
contendo ácido acético a 10% (v/v), etanol a 30 % (v/v) e água, num agitador orbital a 
uma velocidade moderada, até ao desaparecimento da cor de fundo do gel e à temperatura 
ambiente. Posteriormente, os géis foram armazenados em água milli-Q À temperatura 
ambiente. Finalmente, as imagens digitais dos géis foram adquiridas através de um 
densitómetro calibrado GS-800 (Bio-rad) e todos os géis foram analisados utilizando a 
ferramenta de análise Quantity One 4.6 (Bio-rad). 
2.3.6.2. Determinação do ponto isoelétrico (pI) das proteínas  
O pI das proteínas presentes na IgG Gammanorm, nos sobrenadantes das culturas 
celulares CHO DP-12, e nas fases superior e inferior dos sistemas mais promissores foi 
determinado por focagem isoelétrica (IEF) num aparelho de eletroforese PhastSystem™ 
da Pharmacia/GE Healthcare. Para tal, foi utilizado um gel horizontal IEF PhastGel® 3-9 
com 50×46×0,45 mm da GE Healthcare. Este gel trata-se de um gel de poliacrilamida 
homogéneo pré-fabricado (5% T e 3% C) contendo 2-6% de Pharmalyte® como anfólitos 
de transporte. Pharmalyte® gera gradientes estáveis e lineares de pH com condutividade 
uniforme em toda a gama de pH, permitindo forças de campo superiores a 500 V/cm para 
separações de elevada resolução. Cada corrida demorou 500 Vh (aproximadamente 30 
minutos). A etapa de pré-focagem demorou cerca de 10 minutos. O marcador de pIs 
utilizado foi o kit Broad Pi (3-10) da GE Healthcare, contendo os seguintes componentes: 
amilglucosidase (pI=3.50); vermelho metilo (pI=3.75); inibidor da tripsina (pI=4.55); β-
lactoglobulina A (pI=5.20); anidrase carbónica bovina B (pI=5.85); anidrase carbónica 
humana B (pI=6.55); banda ácida da mioglobina (pI=6.85); banda básica da mioglobina 
(pI=7.35); lectina lentil acídica (pI=8.15); lectina lentil média (pI=8.45); lectina lentil 
básica (pI=8.65) e tripsinogénio (pI=9.30). Os géis foram corados por coloração com 
nitrato de prata, envolvendo várias etapas, nomeadamente: fixação em solução 20% (m/v) 
ácido tricloroacético durante 5 minutos a 20ºC; lavagem em solução 50% (v/v) 
etanol/10% (v/v) ácido acético durante 2 minutos a 50ºC; lavagem em solução 10% (v/v) 
etanol/5% (v/v) ácido acético durante 6 minutos a 50ºC; sensibilização em solução 8,3% 
(m/v) glutaraldeído durante 6 minutos a 50ºC; lavagem em solução 10% (v/v) etanol/5% 
(v/v) ácido acético durante 8 minutos a 50ºC; lavagem com água milli-Q durante 4 
minutos a 50ºC; coloração com nitrato de prata em solução 0,5% (m/v) de nitrato de prata 
durante 10 minutos a 40ºC; lavagem com água milli-Q durante 1 minutos a 30ºC; 
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desenvolvimento da coloração em solução 0,015% (v/v) formaldeído/2,5% (m/v) 
carbonato de sódio durante 5 minutos a 30ºC; finalmente, de forma a parar a reação, 
sujeita-se o gel a um banho numa solução 5% (v/v) de ácido acético durante 5 minutos a 
50ºC. Posteriormente, as imagens digitais dos géis foram adquiridas através de um 
densitómetro calibrado GS-800 (Bio-rad) e todos os géis foram analisados utilizando a 
ferramenta de análise Quantity One 4.6 (Bio-rad). 
2.3.6.3. Avaliação da estabilidade da estrutura secundária da IgG 
A estabilidade estrutural e análise da estrutura secundária da proteína foi avaliada para 
alguns dos sistemas/condições mais promissoras para a extração de IgG e para as 
condições menos favoráveis, quando aplicável (de acordo com o espetro de absorção do 
LI em causa), por dicroísmo circular (DC). Os estudos de DC foram realizados através de 
um espetropolarímetro Applied Photophysics PiStar-180 (Leatherhead, Reino Unido), 
com uma unidade de controlo de temperatura Peltier (Melcor MTCA). O porta-amostras 
utilizado foi uma cuvete de quartzo Suprasil da Hellma Analytics, com um percurso ótico 
de 0,1 cm. 
As medições foram realizadas na zona Far-UV (198-250 nm) do espetro 
eletromagnético e consistiram numa acumulação de 10 espetros com uma constante de 
tempo de 1 segundo e uma velocidade de aquisição de 1 nm/s. A largura de banda do 
monocromador foi configurada para 5 nm e o Peltier configurado para 25ºC. Assim, 
foram obtidos os espetros para cada uma das amostras controlo, preparadas em água ultra-
pura milli-Q e em tampão 50 mM de fosfato com uma concentração de IgG de 1 g/L, e 
posteriormente foram obtidos os espetros das fases superiores dos sistema em estudo, 
tendo estes sido corrigidos com o branco correspondente (amostra sem proteína). Sempre 
que necessário, as amostras foram diluídas de forma a que o potencial elétrico do 
equipamento não ultrapassasse os 1000 V e causasse danos no sistema ótico.  
Para cada caso, a concentração exata de proteína presente na amostra foi determinada 
através da lei de Beer-Lambert, determinando a absorvância das amostras a 280 nm por 
espetrofotometria-UV, com um espetrofotómetro Hitachi U-200, e considerando o 
coeficiente de extinção molar da IgG ε = 21000 M-1∙cm-1 e um percurso ótico da célula l 
= 0,1 cm.  
Os dados de DC são apresentados são em unidades de elipticidade molar 
(deg∙cm2/dmol), considerando a massa molecular (MM) da IgG MM = 150000 g/mol [24] 
60 
 
e 772 resíduos de aminoácidos presentes na sua estrutura primária (informação retirada 
do website Protein Data Bank (http://rcsb.org/pdb); código PDB-ID para a IgG humana: 
1HZH). 
2.3.6.4. Avaliação da estabilidade da estrutura terciária da IgG 
A análise da estabilidade da estrutura terciária da proteína foi avaliada para alguns dos 
sistemas/condições mais promissoras para a extração de IgG e para as condições menos 
favoráveis, para as quais a estrutura secundária foi igualmente estudada, por 
espetroscopia de fluorescência. Estes estudos forma conduzidos num espetrómetro de 
fluorescência Varian Cary Eclipse, da Agilent Technologies, com uma geometria de 90º. 
O porta-amostras utilizado foi uma cuvete de fluorescência, com um percurso ótico de 1 
cm. 
As amostras controlo (H2O ultra-pura milli-Q + IgG e PBS (50 mM) + IgG) e as 
amostras provenientes dos SAB (fases superiores dos sistemas PEG + dextrano + IgG e 
PEG + dextrano + LI + IgG) foram diluídas 1:10 com água ultra-pura milli-Q, antes de 
serem analisadas no espetrofotómetro de fluorescência.   
A excitação das amostras foi realizada a 280 nm (excitação dos resíduos de triptofano 
e tirosina) através de uma fenda de 5 nm de largura, a emissão foi registada nos 
comprimentos de onda compreendidos entre 290 nm e 500 nm, através de uma fenda de 
5 nm de largura, e o ganho do fotomultiplicador foi definido em modo elevado. A resposta 
do instrumento em cada comprimento de onda foi corrigida automaticamente de acordo 
com as indicações do fabricante. O valor de intensidade da fluorescência a cada 
comprimento trata-se do valor médio de 3 repetições da leitura da mesma amostra. Após 
a obtenção dos espetros finais de cada amostra, estes foram corrigidos tendo em 
consideração o espetro do branco respetivo. Para além disso, os valores das intensidades 
obtidas são altamente dependentes da concentração de proteína na amostra, e uma vez 
que a quantidade de proteína presente em cada amostra foi variável (uma vez que nas 
amostras provenientes dos SAB há que ter em consideração a partição variável da proteína 
pelas fases coexistentes), todos os espetros foram normalizados relativamente ao valor 
máximo de intensidade obtido de forma a evitar discrepâncias resultantes da concentração 
de anticorpo na amostra.   
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3. Resultados e Discussão  
3.1. Produção de anticorpos monoclonais anti-IL-8 
Um dos objetivos iniciais desta tese passou pela produção de anticorpos monoclonais 
através de linhas celulares animais, mais especificamente através de células CHO. Deste 
modo, os anticorpos monoclonais anti-inteuleucina-8 humana (anti-IL-8) foram 
produzidos por uma linha celular CHO DP-12, que foi caracterizada e estudada ao longo 
das várias passagens.  
Inicialmente, foram desenvolvidos estudos morfológicos das células CHO DP-12 
utilizadas neste trabalho, tendo a sua morfologia sido estudada em vários momentos, 
nomeadamente imediatamente após a passagem celular e ao longo dos 4 dias de cultura, 
antes da passagem seguinte. Os resultados das imagens microscópicas obtidas para 
ilustrar a sua morfologia, encontram-se apresentados na Figura 10, sendo possível 
observar diferentes ampliações da cultura para uma melhor compreensão e observação 
dos detalhes abaixo discutidos. 
De facto, é possível constatar alterações na forma das células ao longo do tempo de 
cultura. Após a passagem celular, tal como apresentado na Figura 10 (A) e (B), é possível 
constatar que as células apresentam uma forma arredondada/esférica e que se encontram 
em suspensão no meio de cultura, sob a forma de célula única (single-cell). Contudo, 
verifica-se que ao longo do tempo de cultura (Figura 10), estas células adquirem uma 
morfologia em forma de fibroblastos, isto é, com uma forma mais alongada. Mais ainda, 
as células aderem ao fundo do frasco T, tratando-se de uma cultura de células aderentes, 
tal como se observa já no fim do tempo de cultura, na Figura 10 (I). 
 A sua adesão e consequente alteração morfológica pode ser explicada pela presença 
de fatores de adesão celular habitualmente presentes nos meios que contêm soro, fatores 
estes que medeiam importantes interações bidirecionais entre as células e a matriz 
extracelular e que, por isso mesmo, apresentam um papel crucial na migração celular, 
proliferação e determinação do destino da célula [187]. Esta regulação recíproca e 
dinâmica dos processos intracelulares é mediada por recetores de membrana, como é o 
caso das integrinas, bem como de outros componentes que compõe o adesoma, como por 
exemplo caderinas e moléculas de adesão celular [188, 189]. Assim, a presença de fatores 
de adesão da matriz extracelular no meio de cultura, como a fibronectina e a vitronectina 





Figura 10 – Evolução da morfologia das células CHO DP-12 ao longo dos 4 dias de cultura num meio 25% 
DMEM/ 75% ProCHO™5: (A) e (B) – dia 0 (após a passagem celular), ampliada 100x e 400x 
respetivamente; (C) e (D) – dia 1, ampliada 100x e 400x respetivamente; (E) e (F) – dia 2, ampliada 100x 
e 200x respetivamente; (G) e (H) – dia 3, ampliada 100x e 200x respetivamente; (I) e (J) – dia 4, ampliada 
100x e 400x respetivamente. 
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Após um dia de cultura estes fenómenos já são observáveis, uma vez que através da 
Figura 10 (D) constata-te a existência de várias células já em forma de fibroblasto 
aderidas ao plástico do fundo do frasco T, o que não se verificava no dia da passagem 
celular (Figura 10 (A)). No entanto, grande parte das células encontram-se ainda com uma 
forma arredondada, tratando-se em alguns casos de células que ainda não aderiram ao 
frasco T por ainda não terem interatuado com os fatores de adesão presentes no meio, e 
noutros casos de células que já não irão aderir nem alterar a sua forma ou que 
simplesmente não se encontram viáveis. O mesmo comportamento é verificado, de uma 
forma geral, para o segundo dia de cultura (Figura 10 (E) e (F)). Já no terceiro dia, 
verifica-se que a cultura se tornou bastante confluente, existindo um grande número de 
células aderidas ao frasco T e com a forma típica de fibroblasto. Finalmente, no quarto 
dia de cultura, a principal diferença denotada centra-se na elevada confluência da cultura 
(Figura 10 (I)). Contudo, é importante salientar a presença de alguns conjuntos de células 
com uma forma esférica em determinados locais da cultura, tal como se pode observar na 
Figura 10 (J). Tal situação pode ser resultado da elevada confluência da cultura, uma vez 
que devido à falta de espaço, algumas das células acabam por se soltar do fundo do frasco 
T, sofrendo, consequentemente, uma mudança de conformação para uma forma esférica, 
mesmo continuando a tratar-se de células aderidas. Para além disso, algumas das células 
esféricas que são ainda visualmente detetáveis, podem tratar-se de células que não 
aderiram ao frasco e se tornaram inviáveis, ou de células suspensas que de alguma forma 
sofreram adaptação e aquisição preferencial dos fatores que compõe o meio sem soro 
(ProCHO™5) que constitui 75% do meio de cultura utilizado. Para uma melhor 
compreensão deste fenómeno, torna-se relevante perceber quais as principais diferenças 
que seriam observáveis na cultura na presença de um meio exclusivamente sem soro. 
Assim, se o meio de cultura utilizado fosse constituído apenas por ProCHO™5, seria 
expectável a obtenção de uma cultura em suspensão, constatando-se a presença de alguns 
pequenos agregados de células em forma de agregados tridimensionais (3D). Uma vez 
que o meio sem soro não possui o conteúdo proteico do FBS, é quase que desprovido de 
fatores de adesão, que promovem a adesão das células à superfície do frasco de cultura. 
Para além disso, a ação das integrinas pode ser anulada por inibidores presentes no meio 
ProCHO™5, que é habitualmente utilizado na formulação de meios de cultura para células 
CHO que crescem em suspensão, e em que, consequentemente, não há interesse em 
fomentar a sua adesão. Este fenómeno de inibição já foi descrito e é tipicamente 
acompanhado através da marcação do sítio de ligação ao ligando, através da utilização de 
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anticorpos, péptidos cíclicos, desintegrinas, peptidomiméticos e outras pequenas 
moléculas antagonistas [191]. Deste modo, possivelmente pelos motivos discutidos 
anteriormente e pela ausência de associações específicas entre as células e os fatores da 
matriz, verificar-se-ia a intensificação das interações célula-célula e a sua consequente 
proliferação em suspensão, em forma de agregados 3D. Por tudo isto, torna-se intuitivo 
que a minoria das células da cultura em estudo que se tenham adaptado preferencialmente 
aos fatores deste tipo de meio, sejam as células arredondadas suspensas que se perpetuam 
ao longo do tempo da cultura, e que acabaram por ser eliminadas, juntamente com as 
células não viáveis, por centrifugação antes da passagem celular subsequente. 
Seguidamente, a proliferação celular da cultura CHO DP-12 foi estudada ao longo de 
seis passagens, determinando-se parâmetros respeitantes ao crescimento celular e à 
produção dos anticorpos de interesse.  
De uma forma geral, tendo em consideração os valores da densidade celular obtidos 
após cada passagem, e que se encontram representados graficamente na Figura 11, é 
possível constatar dois momentos distintos durante a expansão celular: até à terceira 
passagem, a densidade celular mantém-se aproximadamente constante, em valores 
compreendidos entre 4,33×106 e 4,65×106 células/mL; a partir da quarta passagem, ocorre 
um crescimento da densidade celular em cerca de 2 milhões de células/mL, para valores 
compreendidos entre 6,53×106 e 6,62×106 células/mL. 
 
Figura 11 – Proliferação das células CHO DP-12 num meio 25% DMEM/ 75% ProCHO™5, avaliada em 
termos da sua densidade e viabilidade celular durante a expansão da cultura celular em frascos T ao longo 
de 6 passagens. 
 
Para além disso, apesar de a viabilidade celular se ter mantido bastante elevada em 
todas as passagens (superior a 95%), é possível constatar que acompanhou a tendência da 
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densidade celular nas primeiras 3 passagens, atingindo um máximo à quarta passagem, 
com uma viabilidades celulares superiores em 3 pontos percentuais, comparativamente 
com a primeira passagem. Contudo, desde a quarta até à sexta passagem verifica-se um 
decréscimo contínuo em termos de viabilidade celular. Este facto faz todo o sentido, tendo 
em consideração que nestas passagens a densidade celular era maior, o que pode ter 
consequentemente levado a uma mais rápida depleção de nutrientes (como por exemplo 
glucose e glutamina) e a acumulação de metabolitos (como por exemplo lactato e 
amónia), causando um decréscimo mais precoce da viabilidade celular. Deste modo, é 
possível concluir que a partir da quarta passagem as células não só conseguiram aumentar 
a sua sobrevivência comparativamente com as primeiras passagens, uma vez que o 
número de células viáveis aumentou, como também aumentaram a sua reprodução, 
justificado pelo aumento de densidade celular. 
No sentido de avaliar e caracterizar a cultura celular quanto ao seu metabolismo, na 
Figura 12 apresentam-se os dados referentes à sua produtividade ao longo das várias 
passagens, expressa em μg de IgG anti-IL-8 produzido por célula por cada dia de cultura 
e o pH do meio em cada passagem. A produtividade variou assim entre 4,11×10-6 μg/dia 
e 7,79×10-6 μg/dia, observando-se uma vez mais, um padrão crescente neste parâmetro 
ao longo das várias passagens.  
 
Figura 12 – Proliferação das células CHO DP-12 num meio 25% DMEM/ 75% ProCHO™5, avaliada em 
termos da sua produtividade e pH do meio durante a expansão da cultura celular em frascos T ao longo de 
6 passagens. 
 
A partir da quarta passagem, a produtividade manteve-se aproximadamente constante, 
o que significa que a partir desta passagem, as células atingiram um plateau de 
estabilidade e consequentemente, começaram a apresentar uma produtividade específica 
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para a IgG aproximadamente constante. Para além disso, verifica-se em todos os casos 
um valor de pH inferior a 7, e compreendido no intervalo [6,55 – 6,78], causado pela 
acumulação de ácido lático proveniente do metabolismo celular, que promove a 
acidificação do meio extracelular. De facto, na sexta passagem em que se verifica a 
produtividade mais elevada alcançada, também se verifica o valor de pH mais baixo. Este 
facto pode estar relacionado com um aumento na taxa metabólica das células, uma vez 
que já se encontravam bem adaptadas ao meio, que justifica o aumento da produção de 
IgG por célula, bem como do ácido lático resultante do seu metabolismo. 
Relativamente à concentração de anticorpo, uma vez que tanto a densidade celular 
como a produtividade das células aumentam ao longo das várias passagens, torna-se 
intuitivo que o mesmo aconteça com o anticorpo tal como é possível verificar na Figura 
13 abaixo apresentada. Em média, a concentração de IgG anti-IL-8 obtida por 
sobrenadante foi de 75,28 ± 28,70 mg/L. De facto este valor apresenta um desvio-padrão 
bastante elevado dado que nas primeiras duas passagens a concentração de anticorpo 
obtida foi bastante menor do que a concentração obtida nos sobrenadantes resultantes das 
últimas passagens. Uma vez mais, este fenómeno pode ser justificado pela adaptação das 
células ao meio que ocorre gradualmente ao longo das passagens, e em que embora 
inicialmente o maior interesse das células seja o de adaptarem-se, sobreviverem e de 
reproduzirem-se, após a sua adaptação começam a produzir maiores quantidades de 
anticorpo como resultado de atingirem o seu normal metabolismo. 
 
 
Figura 13 – Produção de anticorpos monoclonais IgG anti-IL-8, por células CHO DP-12 num meio 25% 
DMEM/ 75% ProCHO™5, expressa em concentração de anticorpo produzido (mg/L) durante a expansão 




Fazendo uma análise integrada de todos estes dados referentes à cultura celular em 
estudo, é possível denotar assim um período de sobrevivência e adaptação ao meio e às 
condições de cultura por parte das células, nas primeiras passagens após o seu 
descongelamento. Durante as primeiras três passagens, esta adaptação foi mais notória 
uma vez que a densidade celular apresentou-se mais baixa, sofrendo um incremento 
considerável a partir da quarta passagem, significando que a partir desta, as células, para 
além da sua sobrevivência, começaram a garantir também a sua reprodução. Apenas após 
terem a sua sobrevivência/reprodução garantida, é que estas começam a produzir e 
excretar para o meio extracelular de forma mais notória os anticorpos monoclonais anti-
IL-8, atingindo concentrações superiores a 100 mg/L. Consequentemente, esta situação 
traduz-se num crescimento gradual da produtividade da cultura ao longo do tempo, 
encontrando-se de acordo com o aumento da densidade celular e da concentração de IgG 
verificado nessas condições. A gama de concentrações de IgG obtidas ao longo das várias 
passagens (31 – 103 mg/L) é comparável à gama de concentrações já reportada na 
literatura (41 – 91 mg/L) para o mesmo tipo de cultura com células CHO DP-12 em 
expansão num meio num meio 25% DMEM/ 75% ProCHO™5 [192].  
Uma vez que a concentração máxima de anticorpos obtida neste trabalho foi ainda 
superior ao máximo reportado em trabalhos anteriores [192], é possível concluir que a 
cultura celular foi estabelecida com sucesso para a produção de anticorpos monoclonais 
anti-IL-8, sem que se tenha verificado a desintegração do plasmídeo que codifica para o 
anti-IL-8 do genoma das células CHO DP-12 ao longo das passagens, visto não se ter 
verificado um decréscimo abrupto na concentração de IgG produzida nem na 
produtividade da cultura. Assim sendo, após o período de adaptação da cultura pós-
congelamento, foi possível a obtenção de sobrenadantes das culturas celulares bastante 
semelhante e uniformes no que concerne à sua consistência e composição quantitativa de 
anticorpos monoclonais e das restantes impurezas proteicas, que foram posteriormente 
utilizados nas etapas seguintes de processamento apresentadas nesta dissertação.  
3.2. Caracterização dos stocks de IgG 
Antes de iniciar os estudos referentes ao processamento a jusante dos anticorpos, os 
sobrenadantes das culturas celulares CHO contendo a IgG foram caracterizados, de modo 
a estabelecer uma avaliação dos componentes da matriz real em estudo neste trabalho, 
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bem como da pureza da IgG nos sobrenadantes, uma vez que as propriedades químicas e 
físicas das proteínas são decisivas no comportamento de partição das proteínas em SAB. 
Deste modo, a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi a 
técnica selecionada para a caracterização qualitativa da pureza da amostra, uma vez que 
é possível identificar as bandas referentes à proteína de interesse e às restantes impurezas 
proteicas, sendo que, quando corados com azul de Coomassie, a intensidade das bandas 
é proporcional à concentração da proteína a que a banda se refere. Assim, a Figura 14 
ilustra o perfil proteico das diferentes soluções stock contendo IgG que foram utilizadas 
ao longo desta dissertação, nomeadamente a solução de IgG pura Gammanorm e os 




Figura 14 – SDS-PAGE de um gel 12% T e 3% C, corado com azul de Coomassie, carregado com as 
seguintes amostras: Poço 1 – marcador de peso molecular; Poço 2 – IgG pura Gammanorm 1 g/L; Poço 3 
– sobrenadante proveniente de uma cultura celular CHO DP-12. A posição das cadeias pesadas (50 kDa) e 
das cadeias leves (25 kDa) da IgG encontram-se destacadas e indicadas na região à direita do gel. 
 
Tal como foi referido anteriormente na secção 1.3.1. desta dissertação, os anticorpos 
são compostos por duas cadeias pesadas idênticas com aproximadamente 50 kDa cada, e 
duas cadeias leves idênticas com cerca de 25 kDa cada uma. Após a análise eletroforética 
da solução de IgG pura Gammanorm, representada no segundo poço do gel da Figura 14, 
é possível confirmar, de facto, a presença de duas bandas a esses pesos moleculares, 
referentes à IgG presente nessa solução. 
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No terceiro poço, correspondente ao sobrenadante de uma cultura celular CHO DP-
12, produzido durante o processamento a montante dos anticorpos monoclonais, cujos 
resultados foram discutido na secção 3.1. deste documento, é possível uma vez mais 
constatar a presença de duas bandas a 50 kDa e 25 kDa referentes aos anticorpos anti-IL-
8 produzidos e excretados pelas células em cultura. É ainda importante destacar uma outra 
banda com elevada intensidade, referente a uma proteína com um peso molecular de cerca 
de 70 kDa, sendo portanto, a impureza maioritária da IgG nos sobrenadantes das culturas 
celulares. A proteína em causa trata-se da albumina de soro bovina (BSA), cujo peso 
molecular é de 66,5 kDa, e de facto, a BSA é o componente maioritário do FBS 
suplementado no meio de cultura [135]. Para além disso existem várias outras impurezas 
proteicas igualmente presentes no sobrenadante, com pesos moleculares a variar entre, 
aproximadamente, 37 kDa e 150 kDa. Estas impurezas apresentam duas origens 
possíveis/prováveis. Em primeiro lugar, resultam da utilização do DMEM suplementado 
com FBS no meio de cultura, que para além da albumina também contém, por exemplo, 
insulina (peso molecular = 5,8 kDa) e transferrina (peso molecular = 80 kDa) que 
apresentam especial relevância ao nível do transporte de nutrientes e são facilitadoras do 
metabolismo celular [88, 89]. A segunda origem provável para estas impurezas refere-se 
às próprias células mantidas em cultura e são designadas de proteínas da célula hospedeira 
(HCP), que podem ser excretadas pela célula hospedeira para o meio extracelular, ou 
então podem ser libertadas para o sobrenadante através da lise celular [193]. 
Finalmente, uma vez que as características físicas/químicas intrínsecas às 
biomoléculas são predominantes no seu comportamento de partição num sistema aquoso 
bifásico [2], e em particular o pH desempenha uma enorme influência nesse 
comportamento, procedeu-se à determinação do ponto isoelétrico (pI) das proteínas 
presentes nas soluções stock em estudo. Na Figura 15 é possível observar o gel resultante 
da focagem isoelétrica (IEF) da solução de IgG pura Gammanorm e dos sobrenadantes 
das culturas celulares CHO DP-12. 
Através da focagem isoelétrica apresentada na Figura 15 é possível constatar que a 
IgG pura Gammanorm não apresenta apenas um pI, mas sim uma gama de pontos 
isoelétricos que variam, de forma aproximada, entre 7 e 9,3. Isto acontece devido à 
natureza policlonal desta solução de IgG, que apresenta diferentes proporções de IgG1 / 
IgG2 / IgG3 / IgG4 na sua composição. Contrariamente à IgG Gammanorm, a IgG 
produzida pelas culturas celulares CHO DP-12 em estudo apresenta uma natureza 
monoclonal, uma vez que se trata especificamente de um anticorpo anti-IL-8. Nesse 
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sentido, no gel de IEF verifica-se a presença de apenas uma banda para este anticorpo, 




Figura 15 – Gel de focagem isoelétrica (IEF) 5% T e 3% C, corado com nitrato de prata e carregado com 
as seguintes amostras: Poço 1 – marcador de pontos isoelétricos; Poço 2 – IgG pura Gammanorm; Poço 3 
– sobrenadante proveniente de uma cultura celular CHO DP-12. 
 
De facto, o pI da anti-IL-8 produzida por culturas de células CHO DP-12 já havia sido 
reportado anteriormente na literatura [192], e efetivamente o valor de pI determinado 
neste estudo/condições permite corroborar o valor já publicado [192]. Assim sendo, uma 
vez que este anticorpo apenas apresenta um pI, é mais suscetível a alterações drásticas 
em termos de comportamento de partição nos SAB com pequenas variações de pH, nas 
condições de extração, do que a IgG Gammanorm, que por apresentar uma gama de pIs 
apresenta-se menos propícia a essas alterações drásticas na sua partição. Mais ainda, é 
possível constatar que as restantes proteínas presentes nos sobrenadantes das culturas 
celulares apresentam pIs acídicos, e em particular a albumina apresenta um pI de 4,7 
[135], ao contrário da IgG anti-IL-8 que tem um pI básico, facto este que poderá 
apresentar-se vantajoso para efeitos de extração seletiva da anti-IL-8 ao nível do 
processamento a jusante. 
Deste modo, foi então possível caracterizar as soluções stock contendo IgG, que foram 
posteriormente utilizadas na otimização do processo de purificação dos anticorpos. 
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Através da análise do seu perfil proteico foi possível concluir que, sempre que presente, 
a IgG apresenta duas bandas características a 50 kDa e 25 kDa, e ainda que a sua impureza 
proteica maioritária nos sobrenadantes das culturas celulares, a albumina, apresenta uma 
banda característica por volta dos 70 kDa. Mais ainda, no sentido de aprofundar a 
caracterização da biomolécula de interesse neste trabalho, foi também determinado o pI 
da IgG em ambas as soluções, concluindo-se que a IgG pura Gammanorm devido à sua 
natureza policlonal apresenta um espetro de pIs compreendido entre [7 – 9,3], enquanto 
que o anticorpo monoclonal IgG anti-IL-8 apresenta um pI de aproximadamente 9,3. 
Estas informações apresentam-se extremamente relevantes para uma melhor 
compreensão dos fenómenos inerentes ao processamento a jusante da IgG que foi 
estudado de seguida, permitindo ainda fornecer informações relativamente ao tipo de 
alterações que podem ser introduzidas nas condições de trabalho (nomeadamente em 
termos de pH e de força iónica) de forma a melhorar a extração da IgG e aumentar o nível 
de pureza da proteína. 
3.3. Sistemas quaternários PEG + Fosfato + H2O + LI 
A primeira etapa relativa ao estudo do processamento a jusante dos anticorpos por 
meio de SAB consistiu na pesquisa de novos sistemas compreendendo a integração de 
LIs, passíveis de serem explorados na partição seletiva da IgG. Nesse sentido, tornou-se 
intuitiva a exploração inicial de SAB do tipo polímero-sal, uma vez que se trata de um 
tipo de sistemas bastante viáveis e preferenciais considerando a sua aplicação a nível 
industrial, essencialmente devido aos reduzidos custos associados à utilização de sais 
inorgânicos convencionais, baixa viscosidade, reduzido tempo de separação das fases 
coexistentes e a possibilidade de reciclar ambos os componentes (o polímero e o sal) [2]. 
O polímero adotado para este trabalho foi o PEG 3350, um polímero não-carregado 
que apresenta inúmeras vantagens na sua utilização em processos que envolvam 
proteínas, uma vez que apresenta um efeito estabilizador da conformação das mesmas 
[139], aliado a uma baixa toxicidade, fácil manuseamento e ao facto de ser relativamente 
acessível em termos económicos [194]. A solução salina consistiu numa solução tampão 
de fosfato originada a partir de K2HPO4/NaH2PO4, uma vez que se tratam de sais pouco 
dispendiosos e que nos permitem obter um sistema tamponizado, mantendo-o ao pH 
fisiológico (de aproximadamente 7). Relativamente aos LIs a utilizar como adjuvantes 
nestes sistemas, a estratégia utilizada para a sua seleção passou pela utilização de LIs de 
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diferentes famílias, com o anião cloreto (Cl-) em comum, uma vez que este já foi 
introduzido com sucesso neste tipo de sistemas, sob a forma de NaCl, tendo levado à 
obtenção de resultados promissores em termos de aumento de seletividade [135]. Neste 
sentido, foram então selecionados dois diferentes LIs: um LI da família dos imidazólios 
– [C4mim]Cl – e um LI derivado da família dos amónios – [N1111]Cl.  
Posto isto, foram então desenvolvidos ensaios de otimização do processo de extração 
de IgG a partir de uma solução stock de IgG pura com uma concentração de 1 g/L, 
utilizando este tipo de sistemas quaternários. Em todas as condições testadas, a 
concentração de PEG e de fosfato do ponto de mistura foram mantidas em comum, tendo 
sido estudadas três concentrações diferentes de cada LI, nomeadamente 1, 5 e 10%. Neste 
sentido, os pontos de mistura selecionados para a extração de IgG pura Gammanorm 
encontram-se apresentados na Tabela 5.  
 
Tabela 5 – Pontos de mistura estudados com vista à extração de IgG com o sistema ternário controlo PEG 













Sistema ternário PEG 3350 + fosfato + solução stock IgG 
× 12 10 30 - 48 
Sistema quaternário PEG 3350 + fosfato + LI + solução stock IgG 
[C4mim]Cl 
[N1111]Cl 





Na Figura 16, pode observar-se o aspeto macroscópico dos sistemas de extração com 
a composição descrita na Tabela 5. Tal como se pode constatar através da análise da 
imagem, não se verificou a formação de qualquer fase sólida de proteína precipitada e/ou 
desnaturada. Deste modo, em todos os sistemas estudados foi possível a partição de IgG 
pelas duas fases aquosas, pelo que todos estes SAB foram utilizados nas análises 
subsequentes. 
Um aspeto importante a referir, é o facto de a razão volumétrica do sistema alterar-se 
com o aumento da concentração de LI adicionado, e que aparenta ser altamente 
dependente do LI utilizado. De facto, no que concerne ao [C4mim]Cl, é possível constatar 
um aumento gradual da fase superior do sistema à medida que a concentração de LI no 
sistema aumenta, chegando esta fase a representar mais do dobro do volume da fase 





Figura 16 – Aspeto macroscópico dos sistemas PEG + fosfato + H2O, com diferentes concentrações de LI 
como adjuvante, que permitiram a formação de SAB apropriados à partição da IgG. A razão volumétrica 
das fases coexistentes (fase inferior – FI; fase superior – FS) encontra-se indicada na barra azul, e a interface 
do sistema encontra-se realçada com um círculo descontínuo vermelho. 
 
O comportamento oposto é verificado para o sistema com [N1111]Cl, no qual se 
constata um aumento do volume da fase inferior na presença de LI quando comparado 
com o sistema controlo (sem LI). No entanto, o aumento da concentração de LI neste caso 
não aparenta ter uma grande influência na alteração da razão volumétrica do sistema, o 
que indicia que a estrutura e natureza química do LI tem uma maior relevância do que a 
sua concentração. Estas observações sugerem que a adição de LIs ao sistema PEG + 
fosfato promove a alteração do equilíbrio termodinâmico do sistema, induzindo a 
alteração do próprio diagrama de fases. Este comportamento encontra-se concordante 
com investigações anteriores já reportadas na literatura [14], dado que nesse trabalho, a 
adição de pequenas quantidades de LIs derivados do catião imidazólio a sistemas 
polímero-sal, promoveram alterações substanciais na curva binodal do sistema, 
aumentando a sua capacidade de formação de SAB. Naturalmente que a alteração do 
diagrama de fases acarreta consigo a alteração da tie-line em que o ponto de mistura em 
estudo se insere, e consequentemente a composição das fases superior e inferior do 
sistema também será diferente em cada situação. 
Após a separação de ambas as fases aquosas coexistentes dos sistemas de extração, foi 
estudado o comportamento de partição da IgG no sistema controlo sem LI e nos sistemas 
com diferentes concentrações de LI (1, 5 e 10%), no sentido de avaliar a sua eficiência 
no que concerne à extração seletiva da IgG para a fase superior rica em PEG de cada 
sistema. Os dados obtidos para os rendimentos de extração e eficiências de extração, bem 
como os respetivos desvios-padrão encontram-se representados na Figura 17, e os 
coeficientes de partição com os desvios-padrão inerentes encontram-se representados na 
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Figura 18. Investigou-se ainda os valores de pH de cada fase do sistema, uma vez que se 
trata de um parâmetro extremamente relevante na partição das biomoléculas em SAB, 
encontrando-se esses resultados igualmente representados em cada um dos gráficos. 
 
 
Figura 17 – Rendimentos de extração e eficiências de extração da IgG nos SAB quaternários PEG + fosfato 
+ H2O + LIs em estudo, e respetivos valores de pH na fase superior (FS) e na fase inferior (FI). * significa 




Figura 18 – Coeficientes de partição da IgG nos SAB quaternários PEG + fosfato + H2O + LIs em estudo, 
e respetivos valores de pH na fase superior (FS) e na fase inferior (FI). * significa que a quantidade de IgG 
que particiona para a FS é negligenciável, e portanto, impossível de ser determinada experimentalmente.  
 
Tal como se pode constatar através da análise da Figura 17, de uma forma geral, 





valor máximo de extração foi obtido para o sistema contendo 10% de [C4mim]Cl, sendo 
que o menor rendimento de extração foi verificado igualmente para o mesmo LI numa 
concentração de 1%. Mais ainda, é possível constatar uma concordância entre os 
rendimentos de extração e as eficiências de extração de todos os sistemas em estudo, dado 
que se obtiveram valores próximos para ambos os parâmetros e que, individualmente, 
representam a mesma tendência relativa à extração da IgG para a fase superior. Para além 
disso, o coeficiente de partição da IgG para a fase superior variou entre 0,00 e 
aproximadamente 0,03. Assim sendo, é possível concluir que, uma vez que o coeficiente 
de partição é muito menor que 1 em todas as condições estudadas, a IgG particiona-se 
preferencialmente para a fase inferior dos sistemas – a fase rica em fosfato – sendo esta 
informação reiterada pelos baixos rendimentos de extração/eficiências de extração 
relativamente à fase superior dos sistemas. Um parâmetro que também é importante ser 
referido, é o pH a que este estudo foi conduzido, que variou nas próprias fases dos vários 
sistemas entre, sensivelmente, 6,7 e 7,1, apesar de se ter adicionado o tampão fosfato a 
pH 7 como constituinte do SAB. O facto de se utilizar este tampão de fosfato como phase-
forming compound demonstra-se essencial para que não se atinjam valores superiores ao 
pI da proteína de interesse (IgG) que possui o seu pI à volta de 9 como foi discutido no 
capítulo anterior, e simultaneamente não se atinjam valores inferiores ao pI das principais 
impurezas proteicas, que são de uma forma geral mais acídicos, de forma que a proteína 
de interesse e as restantes impurezas apresentem cargas opostas (positiva e negativa, 
respetivamente). No entanto, a presença de LIs leva a ligeiras oscilações do pH devido à 
presença de grupos dadores e aceitadores de protões nas suas estruturas químicas.  
Através da análise integrada dos resultados para os dois LIs em estudo, é possível 
constatar um comportamento/tendência diferente para cada uma das situações, e que é 
interessante ser explorado. No que diz respeito ao [C4mim]Cl, com a adição de apenas 
1% de LI, a concentração de IgG na fase superior do sistema encontra-se abaixo do limite 
de deteção do próprio método de quantificação, o que significa que a sua presença nesta 
fase é negligenciável. Este fenómeno encontra-se em concordância com o valor do 
coeficiente de partição obtido, o que significa que a totalidade da proteína migra para a 
fase inferior rica em fosfato. Com a adição de 5% de LI, embora seja possível extrair 
0,34% da proteína, este valor continua aquém dos 0,59% de IgG extraído com o sistema 
controlo (sem adição de LI). Surpreendentemente, apenas com 10% deste LI é possível 
constatar uma melhoria considerável em termos de rendimento de extração 
comparativamente com o sistema controlo, traduzindo-se esta situação num consequente 
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aumento do coeficiente de partição. No que diz respeito ao [N1111]Cl, é possível verificar 
que, em todas as concentrações estudadas, o rendimento de extração manteve-se 
aproximadamente constante, oscilando apenas entre 1,59% e 1,73% (valores que se 
encontram dentro do erro experimental associado às medições). Tal situação traduz-se 
ainda num coeficiente de partição de aproximadamente 0,02 para todas as condições 
estudadas. Deste modo, é possível concluir que no caso do [N1111]Cl a estrutura química 
do próprio LI aparenta ter a maior influência no que concerne à manipulação da afinidade 
da IgG para a fase superior, não sendo relevante a quantidade de LI adicionado ao sistema 
uma vez que se obtiveram rendimentos de extração comparáveis em todas as situações. 
Contudo, o efeito do [C4mim]Cl parece ser mais dependente da sua concentração no 
sistema do que da sua estrutura química, uma vez que com baixas concentrações do LI a 
quantidade de proteína na fase superior do sistema é negligenciável, e apenas com a 
adição de 10% deste LI se consegue manipular favoravelmente a partição da IgG. Tal 
como havia sido referido anteriormente, após a análise da Figura 16, a fase superior dos 
sistemas com [N1111]Cl é sempre menor que a fase inferior, mesmo com a concentração 
mais baixa de LI testada, o que significa que se obtém sempre uma fase superior rica em 
PEG mais concentrada, e consequentemente mais hidrofóbica. A IgG trata-se de uma 
proteína com um carácter hidrofóbico, resultante do facto de 14% dos átomos de 
superfície corresponderem a resíduos hidrofóbicos, e ainda do facto de se tratar de uma 
proteína grande, com uma elevada massa molecular, que torna o seu carácter hidrofóbico 
ainda mais pronunciado [135]. Deste modo, o aumento do rendimento de extração da IgG 
para a fase superior nos sistemas com este LI pode ser resultado essencialmente de 
interações hidrofóbicas e eletrostáticas que se estabelecem entre a proteína e os 
componentes da fase superior do sistema. No caso do [C4mim]Cl, o aumento do 
rendimento de extração da IgG para a fase superior relativamente ao sistema controlo é 
possivelmente devido ao estabelecimento de interações eletrostáticas e interações π∙∙∙π 
entre o anel aromático do catião do LI em questão e os aminoácidos aromáticos presentes 
na estrutura primária da IgG. Uma vez que se tratam de interações diretamente realizadas 
entre o LI e a proteína, estas permitem justificar que apenas com a condição em que existe 
maior quantidade de LI no sistema é possível obter um aumento considerável ao nível do 
rendimento/eficiência de extração, sendo esse aumento ainda superior ao verificado para 
o outro LI em estudo. 
Apesar de ter sido possível melhorar/aumentar a partição da IgG para a fase superior 
em determinadas condições/sistemas estudados neste capítulo, não foram obtidos 
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resultados promissores o suficiente que permitissem avançar com o estudo deste tipo de 
sistemas constituídos por outros LIs, ou mesmo testar a sua capacidade de extração de 
purificação de IgG a partir da matriz real (sobrenadantes das culturas celulares). Apesar 
de os SAB do tipo polímero-sal já se terem revelado seletivos para a IgG, através da 
adição de um eletrólito ao sistema (15% de NaCl) [135], no estudo aqui conduzido não 
foi possível demonstrar a mesma potencialidade com a utilização de LIs. De facto, uma 
vez que os LIs são constituídos por um catião orgânico de elevadas dimensões, há uma 
maior dispersão da carga iónica, comparativamente com os sais inorgânicos 
convencionais. Assim, visto que os sistemas em estudo são caracterizados pela presença 
de uma fase inferior salina, a adição dos LIs (que apresentam uma maior dispersão da 
carga) tem uma menor força capaz de induzir uma manipulação significativa da partição 
da IgG num sistema com um conteúdo elevado de sais convencionais, que apresentam a 
carga do catião concentrada num ião inorgânico de menores dimensões. Provavelmente, 
apenas com concentrações extremamente elevadas de LI é que seria possível constatar 
um efeito notório em termos de aumento de seletividade para a fase rica em PEG. Por 
tudo isto, não se prosseguiu com o estudo destes SAB, não tendo sido utilizados em 
análises subsequentes. 
3.4. Sistemas quaternários PEG + Dextrano + H2O + LI 
Uma vez que os SAB polímero-sal, em particular os constituídos por PEG + fosfato, 
não se revelaram adequados para a extração de IgG, tal como discutido na secção 3.3. 
desta dissertação, e tendo em consideração os problemas ambientais inerentes à utilização 
de sais de fosfato, o foco deste estudo voltou-se então para um outro tipo maioritário de 
SAB: os SAB polímero-polímero. Para este efeito, foram estudados SAB constituídos por 
dois polímeros diferentes – PEG e dextrano – uma vez que se tratam dos componentes 
mais utilizados nas separações bioquímicas envolvendo duas fases aquosas. Assim, a 
estratégia passou por efetuar-se um estudo alargado de vários LIs de diferentes famílias, 
utilizando-os como adjuvantes neste tipo de sistemas polímero-polímero, no sentido de 
estudar o seu efeito na manipulação do comportamento de partição da IgG neste sistemas. 
3.4.1. Caracterização do sistema em estudo 
 Uma vez selecionados os componentes que definem os SAB em estudo, procedeu-se 
inicialmente à obtenção do diagrama de fases do sistema ternário de referência PEG 3350 
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+ dextrano 500 kDa + H2O, seguindo a estratégia prática de desenvolvimento de um 
processo de extração baseado em SAB descrita na literatura [2]. A obtenção do diagrama 
de fases deste sistema é de extrema relevância, uma vez que nos permite avaliar a 
influência dos diferentes parâmetros do sistema na capacidade de formação de duas fases 
aquosas. Embora já se encontre reportado na literatura o diagrama de fases de um sistema 
semelhante, diferindo apenas ligeiramente no peso molecular do PEG, que é de 3400 Da, 
torna-se importante caracterizar e definir o sistema nas condições de trabalho em que este 
foi desenvolvido, uma vez que as mais pequenas diferenças, por exemplo em termos de 
temperatura e do peso molecular e/ou pureza dos reagentes, levam a ligeiras alterações 
do diagrama. Assim, para além de caracterizarmos o sistema adequadamente, também é 
possível descriminar a composição exata de cada uma das fases que constituem o SAB 
de extração, através da determinação da TL do ponto de mistura, para além da vantagem 
adicional de nos permitir ter o sistema muito bem determinado experimentalmente (com 
muitos pontos experimentais a definirem a curva binodal), tratando-se de um requisito 
indispensável para uma eventual e posterior concentração da fase superior do sistema 
através da manipulação do ponto de mistura ao longo de uma determinada TL de extração.  
Posto isto, foi então determinado o diagrama de fases dos polímeros em estudo, PEG 
3350 com dextrano 500 kDa e água, a 25 ºC (± 1 ºC), à pressão atmosférica e sem controlo 
de pH. O respetivo diagrama de fases deste sistema ternário encontra-se representado na 
Figura 19, e os dados experimentais das frações mássicas encontram-se apresentados no 
Anexo E (Tabela E.1). No sistema em estudo, a fase de topo corresponde à fase aquosa 
rica em PEG, enquanto que a fase de baixo é maioritariamente constituída por dextrano. 
Na Figura 6, a curva binodal é apresentada em unidades de fração mássica, para que haja 
um melhor entendimento da sua apetência para formar sistemas do tipo líquido-líquido 
com vista à sua aplicação do ponto de vista biotecnológico. Para o sistema em estudo, os 
dados experimentais da curva binodal foram ajustados pela Equação de Merchuk 
(Equação 7), os parâmetros da regressão foram estimados pelo método da regressão dos 
mínimos quadrados, e os seus valores e correspondentes desvios-padrão (σ) estão 
apresentados na Tabela 6. O coeficiente de correlação para o sistema em estudo apresenta-
se ligeiramente inferior ao que seria pretendido, devido à elevada viscosidade dos 
polímeros em estudo, que dificultam e induzem a introdução de erros essencialmente 
associados às pesagens. Apesar disso, foi possível efetuar um ajuste aos dados 
experimentais, e esta mesma correlação pode ser utilizada para prever os dados de uma 
dada região do diagrama de fase da qual não existem resultados experimentais 
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disponíveis. Mais ainda, os dados das tie-lines experimentais (TLs) e os respetivos 
comprimentos de tie-line (TLLs) encontram-se descritos na Tabela 7, e estas encontram-
se igualmente representadas na Figura 19. De um modo geral, as TLs são 
aproximadamente paralelas, como seria expectável. 
 
 
Figura 19 – Diagrama de fases do sistema ternário constituído por PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H2O, 
a 25 ºC (± 1 ºC), à pressão atmosférica e ao pH do sistema: curva binodal (♦); TLs (▲); ajuste da curva 
binodal pela Equação 7 (-). 
 
 
Tabela 6 – Parâmetros de correlação utilizados para descrever os dados experimentais da curva binodal 
pela Equação de Merchuk. 
 
Sistema  
PEG 3350 + 
dextrano 500 
kDa + H2O 
A ± σ B ± σ C ± σ (x 10-5) R2 
10,79 ± 0,21 -0,237 ± 0,011 4,22 ± 1,16 0,9609 
 
 
Tabela 7 – Dados experimentais das TLs e TLLs para o sistema PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H2O. 
 
Sistema 
















500 kDa  
+  
H2O 
7,32 2,67 6,55 4,99 4,89 9,97 7,69 
8,76 0,77 7,28 4,92 3,81 14,67 14,76 
8,81 1,10 7,01 5,09 4,10 13,37 13,00 
10,08 0,08 8,01 5,06 3,56 15,81 17,03 




Finalmente, procedeu-se à tentativa de determinar o diagrama de fases dos sistemas 
derivados de LIs, constituídos por LI e por cada um dos polímeros em estudo, PEG 3350 
+ LI + H2O e dextrano 500 kDa + LI + H2O, a 25 ºC (± 1 ºC), à pressão atmosférica e 
sem controlo de pH. Para tal, estudou-se a capacidade do [C4mim]Br formar SAB com 
cada um destes polímeros isoladamente, uma vez que se trata de um LI bastante 
hidrofóbico pois é constituído por um catião aromático com duas cadeia alquílicas, e pelo 
anião Br- que apresenta um menor valor de basicidade de ligação de hidrogénio 
(parâmetro β) comparativamente com o anião Cl- amplamente estudado neste trabalho. O 
parâmetro  dos LIs é um parâmetro solvatocrómico que define a capacidade de um dado 
LI aceitar protões, e encontra-se fortemente dependente do anião que constitui o mesmo. 
Desta maneira, este fator reflete a capacidade do anião de um LI para aceitar protões e 
estabelecer pontes de hidrogénio. Neste sentido, os aniões que apresentam valores de  
menores, apresentam menos sítios recetores de protões e consequentemente apresentam 
menor capacidade de estabelecer pontes de hidrogénio com a água, pelo que permitem 
mais facilmente a formação de SAB. De facto, o valor dos β é maioritariamente 
dependente do anião do LI, e para os LIs derivados do catião 1-butil-3-metil-imidazólio 
estes seguem o seguinte ranking: Cl- (0,95) > Br- (0,87) [195]. Assim, o anião Br- é o 
mais hidrofóbico uma vez que apresenta o menor valor do parâmetro Para além disso, 
foi demonstrado anteriormente que é a hidrofobicidade do anião LI ou a sua capacidade 
de formar pontes de hidrogénio com a água que controla a formação de SAB [172]. 
Contudo, não foi possível formar os sistemas constituídos por PEG 3350 + [C4mim]Br + 
H2O nem por dextrano 500 kDa + [C4mim]Br + H2O,  sendo possível concluir que não é 
possível estabelecer SAB compostos por LIs e pelos polímeros em estudo isoladamente. 
3.4.2. Extração de IgG pura/comercial 
Após a definição/caracterização do SAB de referência nas condições de trabalho, 
foram iniciados os ensaios de otimização do processo de extração de IgG a partir de uma 
solução stock de IgG pura/comercial com uma concentração de 1 g/L, utilizando este tipo 
de sistemas polímero-polímero com a presença de LIs como adjuvantes. Em todas as 
condições testadas, a concentração de PEG e de dextrano do ponto de mistura foram 
mantidas em comum, de forma a apenas avaliar o efeito das diferentes concentrações de 
LI em cada sistema, evitando discrepâncias nos rendimentos de extração resultantes das 
diferenças em termos da composição em polímeros entre sistemas. Foram estudadas três 
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concentrações diferentes de diferentes LIs, nomeadamente 1, 5 e 10%, sendo que os 
pontos de mistura selecionados para a extração de IgG pura Gammanorm encontram-se 
apresentados na Tabela 8.  
 
Tabela 8 – Pontos de mistura estudados com vista à extração de IgG com o sistema ternário controlo PEG 















Sistema ternário PEG 3350 + dextrano 500 kDa + solução stock IgG 
× 7 5 30 - 58 















Na Figura 20, pode observar-se o aspeto macroscópico dos sistemas de extração com 
a composição descrita na Tabela 8. Tal como se pode verificar através da análise da 
imagem, de uma forma geral não se verificou a formação de qualquer fase sólida de 
proteína precipitada e/ou desnaturada que impedisse a partição de IgG pelas duas fases 
aquosas. Contudo, é importante destacar a formação de uma camada sólida intermédia de 
proteína precipitada nos sistemas com 10% de [P4444]Cl e com 1%, 5% e 10% de 
[C4mim][HSO4], sendo que com este último LI, em todas as condições verifica-se 
também o aparecimento de alguns depósitos de proteína precipitada no topo e no fundo 
do eppendorf. Assim, mesmo sendo possível prever que estas condições não sejam 
apropriadas para a extração e posterior purificação de IgG, uma vez se verificou a 
formação de duas fases aquosas, estes sistemas não foram descartados nesta etapa e 
prosseguiu-se com a sua utilização no processo de otimização dos sistemas de extração 
líquido-líquido. Deste modo, uma vez que em todos os sistemas estudados foi possível a 
partição de IgG pelas duas fases aquosas, todos os SAB representados na Figura 20 foram 





Figura 20 – Aspeto macroscópico dos sistemas PEG + dextrano + H2O, com diferentes concentrações de 
LI como adjuvante, que permitiram a formação de SAB apropriados à partição da IgG. A razão volumétrica 
das fases coexistentes (fase inferior – FI; fase superior – FS) encontra-se indicada na barra azul, e a interface 
do sistema encontra-se realçada com um círculo descontínuo vermelho. 
 
Um aspeto importante a referir, é o facto de, uma vez mais, a razão volumétrica do 
sistema alterar-se com a adição de LI, e que aparenta ser altamente dependente do LI 
utilizado e da sua concentração. Estas observações encontram-se de acordo com as 
descritas no capítulo anterior, provando que a adição de pequenas quantidades de LI a 
SAB constituídos por dois polímeros também promove uma alteração do equilíbrio de 
fases. Mais ainda, é possível constatar que foi possível formar sistemas de duas fases 
aquosas com todos os LIs nas diferentes concentrações testadas. Uma vez que não é 
possível formar SAB ternários constituídos apenas por LI e pelos polímeros isolados (isto 
é, sistemas PEG 3350 + LI + H2O ou por dextrano 500 kDa + LI + H2O) como discutido 
anteriormente, torna-se extremamente vantajosa a utilização dos LIs como adjuvantes nos 
sistemas convencionais PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H2O, uma vez que foi possível 
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formar este tipo de sistemas quaternários utilizando os LIs como adjuvantes, incluindo 
assim nestes sistemas as vantagens intrínsecas dos LIs, que de outra forma não poderiam 
ser aproveitadas com a utilização destes polímeros. 
3.4.2.1. Efeito do catião do LI 
Inicialmente, o efeito da adição de LIs com diferentes catiões ao SAB polímero-
polímero para a partição de IgG foi determinado utilizando LIs com o anião cloreto (Cl-) 






+. Para tal, todos os LIs foram adicionados a 1% 
(m/m) ao sistema PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H2O, permitindo assim inferir acerca 
do efeito do núcleo do catião e do comprimento das cadeias laterais alquílicas dos LIs no 
comportamento de partição da IgG.  
Os dados obtidos para os rendimentos de extração e coeficientes de partição, com 
indicação dos respetivos desvios-padrão encontram-se representados na Figura 21 e na 
Figura 22, respetivamente.  
 
 
Figura 21 – Rendimentos de extração da IgG (%YIgG) nos SAB quaternários formados por PEG + dextrano 
+ H2O + 1% de diferentes LIs derivados do anião cloreto. 
 
Tal como é possível verificar através da análise da Figura 21, em todos os casos 
estudados, a adição de uma pequena quantidade de LI (apenas 1%) permite manipular e 
aumentar a extração de IgG para a fase superior rica em PEG. Assim, o rendimento de 
extração de IgG dos vários SAB decresce na seguinte ordem de catiões dos LIs: [C4-
4mpy]+ > [N4444]
+ ≈ [N1111]+ ≈ [C4mim]+ > [Ch]+ ≈ [P4444]+. O LI derivado do catião 
piridínio apresenta-se assim como o LI que permite a obtenção de maiores rendimentos 
de extração de IgG para a fase superior. Pelo contrário, os derivados da colina e do 
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fosfónio levaram aos resultados menos promissores em termos de rendimentos de 
extração. Para além disso, é possível denotar diferentes apetências para a extração de IgG 
para a fase rica em PEG por parte dos tetra-alquilamónios e do tetra-alquilfosfónio, uma 
vez que os amónios apresentam uma maior apetência do que o fosfónio. Assim, podemos 
concluir que o átomo central do catião aparenta ter alguma influência no processo de 
extração. No entanto, não se verificam diferenças substanciais em função do 
comprimento da cadeia alquílica lateral (de metil para butil) entre os tetra-alquilamónios 
estudados. Estes resultados permitem concluir que as interações dispersivas ocorridas 
entre os catiões do LI e os grupos alquílicos orientados para o exterior da proteína não 
são relevantes para a partição de IgG. 
 
 
Figura 22 – Coeficientes de partição da IgG (KIgG) nos SAB quaternários formados por PEG + dextrano + 
H2O + 1% de diferentes LIs derivados do anião cloreto. 
 
Os coeficientes de partição da proteína nos sistemas apresentados na Figura 22 também 
refletem, de uma forma geral, este comportamento, uma vez que no sistema controlo sem 
adição de LI o valor de K é inferior, indicando que a proteína migra preferencialmente 
para a fase inferior do sistema, rica em dextrano, e com a adição de LI verifica-se não só 
um aumento deste coeficiente de partição como uma inversão do comportamento de 
partição da biomolécula, uma vez que, para todos os casos, o valor de K é ligeiramente 
superior a 1, o que indicia uma partição preferencial da IgG para a fase superior do 
sistema, a fase rica em PEG. De facto, no sistema controlo, em que não há adição de LI, 
a fase rica em PEG é a fase mais hidrofóbica, pelo que as proteínas (incluindo a IgG) que 
são biomoléculas hidrofílicas, apresentam uma maior afinidade para a fase mais 
hidrofílica, que é neste caso a fase rica em dextrano. Com a adição de uma pequena 
quantidade de LI há efetivamente uma manipulação em termos da polaridade das fases 
que aparenta ter uma grande influência no comportamento de partição da proteína.  
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3.4.2.2. Efeito do anião do LI 
Seguidamente, foi avaliado efeito da adição de LIs com diferentes aniões ao SAB 
polímero-polímero original, de modo a avaliar o efeito da natureza do LI na extração de 
IgG. Para tal, o estudo foi conduzido com LIs constituído pelo catião [Ch]+ combinado 
com os aniões Cl- e [Ac]-, e ainda por LIs constituídos pelo catião [C4mim]
+ combinado 
com os aniões Cl-, Br- e [HSO4]
-. Todos os LIs foram adicionados a 1% (m/m) ao sistema 
PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H2O, permitindo assim inferir acerca do efeito dos 
diferentes aniões no comportamento de partição da IgG.  
Os dados obtidos para os rendimentos de extração e coeficientes de partição, com 
indicação dos respetivos desvios-padrão encontram-se representados na Figura 23 e na 
Figura 24, respetivamente. 
 
Figura 23 – Rendimentos de extração da IgG (%YIgG) nos SAB quaternários formados por PEG + dextrano 
+ H2O + 1% de diferentes LIs derivados dos catiões [Ch]+ e [C4mim]+. 
 
 
Figura 24 – Coeficientes de partição da IgG (KIgG) nos SAB quaternários formados por PEG + dextrano + 




Tal como é possível verificar através da análise da Figura 23, em todos os casos 
estudados, exceto para a condição de 1% de [C4mim][HSO4], a adição de apenas 1% de 
LI ao sistema polímero-polímero original favorece a extração de IgG para a fase rica em 
PEG. A diminuição do rendimento associada ao sistema com 1% de [C4mim][HSO4] 
deve-se, possivelmente, à perda do anticorpo devido à sua precipitação que é visível 
macroscopicamente na Figura 20. De acordo com os resultados obtidos, o rendimento de 
extração da IgG para a fase superior dos sistemas segue as seguintes tendências em termos 
dos aniões que compõem o LI: [Ac]- > Cl- e Cl- > Br- >> [HSO4]
-, para os catiões [Ch]+ e 
[C4mim]
+, respetivamente. Em todas as situação, com a exceção [C4mim][HSO4], há 
então um aumento do rendimento de extração para valores superiores a 70% 
(correspondente ao valor aproximado do SAB controlo, no qual não há adição de qualquer 
LI). Mais ainda, esta tendência encontra-se concordante com o valor de dos LIs em 
questão. Como foi referido anteriormente, o parâmetro  dos LIs é um parâmetro 
solvatocrómico que define a capacidade de um dado LI aceitar protões, ou doar um par 
eletrónico numa ligação de hidrogénio soluto-solvente [195, 196]. De facto, os LIs com 
os aniões Cl- e Br- são os que apresentam uma basicidade de ligação de hidrogénio mais 
elevada (Cl- (0,95) > Br- (0,87) [195]), o que reflete a sua elevada polaridade ou afinidade 
para a água. Uma vez que com os dois LIs contendo estes aniões verifica-se um aumento 
do rendimento de extração da IgG, significa que, pelo menos com 1% de LI, estabelecem-
se ligações de hidrogénio específicas que possivelmente apresentam uma influência 
positiva no mecanismo de extração da IgG nestas situações. Este comportamento permite 
corroborar os resultados de investigações realizadas anteriormente [23] com a utilização 
do anião Cl- na forma de sal inorgânico NaCl, em que com a utilização de 150 mM deste 
sal, os autores conseguiram aumentar para 84% a extração de IgG, uma vez que a presença 
de sal cria um potencial elétrico entre as duas fases que pode conduzir as proteínas para 
uma ou outra fase, de acordo com a sua carga [135]. No entanto, com os resultados obtidos 
neste trabalho verifica-se ser possível atingir resultados comparáveis aos reportados pelos 
autores, com a utilização de uma quantidade de LI comparável com a quantidade 
requerida de NaCl. É ainda importante salientar que, no caso particular dos LIs derivados 
do catião [C4mim]
+, é possível que sejam estabelecidas ainda interações π∙∙∙π entre os 
aminoácidos aromáticos da IgG e o anel aromático que constitui o catião imidazólio, e 
que apresentem assim algum efeito ao nível da partição da IgG. Em resumo, é possível 
denotar que LIs constituídos por aniões com maior capacidade de estabelecer pontes de 
hidrogénio potenciam a extração de IgG para a fase superior rica em PEG, provavelmente 
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devido à sua capacidade de manipular e alterar naturalmente as propriedades químicas e 
físicas da fase rica em polímero e de estabelecer determinadas interações com a proteína. 
3.4.2.3. Efeito da concentração do LI 
Finalmente, procedeu-se à avaliação do efeito da concentração do LI, através da adição 
de diferentes LIs ao sistema original polímero-polímero em três diferentes concentrações. 
Para tal, o estudo foi conduzido utilizando diversos LIs, nomeadamente o [N1111]Cl, 
[N4444]Cl, [P4444]Cl, [C4-4mpy]Cl, [Ch]Cl, [Ch][Ac], [C4mim]Cl, [C4mim]Br e o 
[C4mim][HSO4]. Todos os LIs foram adicionados a 1, 5 e 10% (m/m) ao sistema PEG 
3350 + dextrano 500 kDa + H2O, permitindo assim inferir acerca do efeito do aumento 
da concentração de cada LI no comportamento de partição da IgG.  
Numa estratégia inicial, cinco dos nove LIs em estudo foram testados – [N4444]Cl, 
[P4444]Cl, [C4-4mpy]Cl, [Ch][Ac] e [C4mim][HSO4] – sendo que os dados obtidos para 
os rendimentos de extração e respetivos desvios-padrão encontram-se representados na 
Figura 25, e os coeficientes de partição com os respetivos desvios-padrão encontram-se 
representados na Figura 26. Investigou-se ainda os valores de pH de cada fase do sistema, 
uma vez que se trata de um parâmetro extremamente relevante na partição das 
biomoléculas em SAB, encontrando-se esses resultados igualmente representados em 
cada um dos gráficos. 
 
Figura 25 – Rendimentos de extração da IgG (%YIgG) nos SAB quaternários formados por PEG + dextrano 
+ H2O + 1, 5 e 10% dos LIs [N4444]Cl, [P4444]Cl, [C4-4mpy]Cl, [Ch][Ac] e [C4mim][HSO4]. Os valores de 






Figura 26 – Coeficientes de partição da IgG (KIgG) nos SAB quaternários formados por PEG + dextrano + 
H2O + 1, 5 e 10% dos LIs [N4444]Cl, [P4444]Cl, [C4-4mpy]Cl, [Ch][Ac] e [C4mim][HSO4].  
 
De acordo com os resultados obtidos, e tal como é possível observar na Figura 25, em 
todas as condições estudadas para o [N4444]Cl, [C4-4mpy]Cl e [Ch][Ac], a adição de 
pequenas quantidades de LI (no máximo até 10%) ao sistema polímero-polímero original 
favorece a extração de IgG para a fase rica em PEG. Mais ainda, esta evidência é 
suportada por um aumento dos coeficientes de partição da IgG para valores superiores a 
1 em todas as condições envolvendo a utilização de LIs, tal como se pode verificar na 
Figura 26. Assim, com a utilização das diferentes concentrações de LI constata-se mesmo 
uma alteração do comportamento de partição da proteína, que passa a apresentar uma 
maior afinidade para a fase superior rica em PEG. 
De um modo geral, o aumento da concentração de LI adicionado ao sistema encontra-
se associado a ligeiros aumentos do rendimento de extração de IgG para a fase rica em 
PEG, embora se tratem de aumentos pouco acentuados e não-proporcionais à quantidade 
de LI adicionado. De facto, com as diferentes concentrações de [N4444]Cl verifica-se um 
aumento do rendimento de 70,8% para valores percentuais compreendidos entre 80,8% e 
85,3%. Com o [C4-4mpy]Cl obtiveram-se ainda melhores resultados, com rendimentos a 
variar entre os 86,7% e os 92,4% e com o [Ch][Ac] obtiveram-se rendimentos 
comparáveis compreendidos entre 86,7% e 97,2%. No entanto, as diferenças observadas 
em termos de rendimentos de extração entre os sistemas com 5% e com 10% de LI não 
aparentam ser consideráveis, dado que os rendimentos obtidos para ambas as situações 
aparentam ser comparáveis pelo menos para o [N4444]Cl e para o [C4-4mpy]Cl. É 
importante salientar o sistema constituído por PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H2O + 
10% [Ch][Ac] que permitiu atingir um rendimento de extração de IgG para a fase rica em 
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PEG superior a 97% em apenas uma etapa de extração, sendo este o rendimento máximo 
alcançado nas condições estudadas nesta etapa. 
No caso dos sistemas constituídos por [P4444]Cl e [C4mim][HSO4] verificou-se uma 
tendência contrária à dos restantes LIs, isto é, com o aumento da concentração de ambos 
os LIs constata-te um decréscimo contínuo em termos de rendimento de extração de IgG 
para a fase superior. Para justificar o comportamento exibido por estes LIs torna-se fulcral 
analisar atentamente os valores de pH de cada uma das fases dos sistemas igualmente 
representados na Figura 25. De facto, no caso do [P4444]Cl o comportamento exibido é 
curioso e não expectável. Com a adição de apenas 1% deste LI verifica-se um aumento 
do rendimento de 70,8% para 76,4% com um valor de pH em ambas as fases de 
aproximadamente 7,0. Contudo, quando incrementamos a concentração de LI para 5%, o 
pH decresce para cerca de 2,6, acompanhado por um decréscimo no rendimento para 
22,1%, decrescendo mesmo para 5,9% com 10% de LI. O decréscimo do valor de pH 
com o aumento da concentração de [P4444]Cl não era previsível, uma vez que trata-se de 
um LI que não faz especiação e que portanto não deveria ter este efeito dramático no valor 
de pH. Para além disso, foram testadas as mesmas condições deste LI tamponizando os 
sistemas com solução salina de tampão fosfato (PBS, pH 7,4) obtendo-se resultados 
idênticos aos aqui apresentados/discutidos. Uma vez que este LI foi produzido e adquirido 
à escala industrial, apresenta um nível de pureza baixo que pode justificar este 
comportamento pouco expectável, uma vez que pode conter ainda resíduos de ácidos 
muito fortes necessários para a síntese do LI e que possam causar o abaixamento 
dramático do valor de pH das fases coexistentes dos sistemas. Já no caso do 
[C4mim][HSO4], verifica-se que basta a adição de uma pequeníssima quantidade de LI 
(apenas 1%) para causar um abaixamento abrupto do pH no sistema para cerca de 1,6 e 
que resulta num decréscimo do rendimento de 70,8% para 18,9%, sendo que com o 
aumento da concentração atingem-se valores de pH a rondar os 0,93 e que levam à 
obtenção de baixos rendimentos de extração de IgG (inferiores a 6%). Contudo, uma vez 
que este LI sofre especiação e é um LI bastante ácido devido à presença do anião [HSO4]
-
, torna-se compreensível o seu efeito no processo de extração de IgG. Para além de tudo 
isto, foi possível observar macroscopicamente (Figura 20) a formação de camadas de 
proteína precipitada nos sistemas constituídos por estes LIs. Deste modo, é possível 
concluir que condições mais acídicas (causadas pela presença de componentes acídicos 
nos sistemas, neste caso LIs) promovem a desnaturação e consequente precipitação da 
IgG, levando a perdas no rendimento de extração por perda da proteína. Mais ainda, é 
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possível concluir que os melhores resultados de extração de IgG para a fase rica em PEG 
foram obtidos num intervalo de valores de pH compreendidos entre 6,5 e 7,5, pelo que se 
conclui que os valores de pH incluídos neste intervalo são os mais apropriados para a 
extração de IgG. As observações supracitadas, contestam, contudo, as evidências 
descritas anteriormente na literatura. Aires-Barros e os seus colaboradores [23] avaliaram 
a extração e precipitação de IgG humana igualmente em SAB constituídos por PEG 3350 
e dextrano 500 kDa a diferentes valores de pH (entre 3 e 8). Os autores observaram 
precipitação severa (cerca de 50%) na gama de valores de pH compreendidos entre 5 e 8, 
sendo que a valores de pH mais acídicos a precipitação era consideravelmente reduzida. 
Apesar disso, no estudo desenvolvido nesta tese, verificou-se, por um lado, a ocorrência 
de precipitação severa a valores de pH mais acídicos, enquanto que, por outro lado, a 
extração de IgG foi potenciada e a sua precipitação reduzida a valores de pH mais 
próximos do pH fisiológico, numa gama compreendida entre 6,5 – 7,5. 
Torna-se ainda importante salientar a discrepância relativa aos rendimentos de 
extração de IgG nos sistemas constituídos por [P4444]Cl e por [N4444]Cl, uma vez que se 
tratam de LIs extremamente semelhante, diferindo apenas no átomo central do catião, e 
que apresentam apetências muito distintas para a extração de IgG. Efetivamente, as 
extrações com o [N4444]Cl apresentam rendimentos muito superiores aos obtidos com a 
utilização do fosfónio correspondente. Deste modo, o átomo central do catião aparenta 
ter um papel fulcral no controlo do processo de extração, e que pode estar associado à 
eletronegatividade de cada um destes átomos. Uma vez que o azoto (eletronegatividade 
= 3,04) é mais eletronegativo que o fósforo (eletronegatividade = 2,19), significa que tem 
maior tendência para atrair eletrões. Deste modo, ocorre o aparecimento e concentração 
de uma carga negativa no átomo central do catião do LI derivado do amónio, e tornando-
o mais polar comparativamente com o fosfónio. Assim, o [N4444]Cl promove 
possivelmente o estabelecimento de ligações eletrostáticas entre si e o anticorpo, que se 
encontra carregado positivamente uma vez que o pH de todos os sistemas formados com 
este LI é inferior à gama de pI da IgG pura. Desta forma torna-se possível justificar a 
maior apetência do [N4444]Cl para a extração de IgG relativamente ao [P4444]Cl com base 
nas diferenças de eletronegatividade do átomo central do catião que constitui cada um 
destes LIs. 
Seguidamente, foram testados mais quatro diferentes LIs – [Ch]Cl, [N1111]Cl, 
[C4mim]Cl e [C4mim]Br – sendo que os dados obtidos para os rendimentos de extração e 
respetivos desvios-padrão encontram-se representados na Figura 27, e os coeficientes de 
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partição com os respetivos desvios-padrão encontram-se representados na Figura 28. Para 
além disso, uma vez que os LIs são adicionados ao sistema como adjuvantes, estes 
próprios apresentam uma partição diferencial pelas duas fases aquosas coexistentes; 
assim, investigou-se ainda a eficiência de extração de cada um dos LIs em estudo para a 
fase superior do sistema correspondente, encontrando-se esses resultados igualmente 
representados na Figura 27. 
 
Figura 27 – Rendimentos de extração da IgG (%YIgG) nos SAB quaternários formados por PEG + dextrano 
+ H2O + 1, 5 e 10% dos LIs [Ch]Cl, [N1111]Cl, [C4mim]Cl e [C4mim]Br. A eficiência de extração de cada 
LI para a fase superior rica em PEG dos sistemas encontra-se igualmente representada no gráfico. 
 
 
Figura 28 – Coeficientes de partição da IgG (%YIgG) nos SAB quaternários formados por PEG + dextrano 
+ H2O + 1, 5 e 10% dos LIs [Ch]Cl, [N1111]Cl, [C4mim]Cl e [C4mim]Br.  
 
De acordo com os resultados obtidos, e tal como é possível observar na Figura 27, em 
todas as condições estudadas dos LIs [Ch]Cl, [N1111]Cl, [C4mim]Cl e [C4mim]Br, a 
adição de quantidades diminutas destes LIs como adjuvantes ao sistema polímero-
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polímero permite aumentar a extração de IgG para a fase rica em PEG de 70,8%  para 
valores superiores a 76,8%. Os resultados revelaram-se deste modo extremamente 
promissores, tendo sido atingidos rendimentos de extração superiores a 76% e até cerca 
de 95%. Mais ainda, o mesmo comportamento é verificado através da análise da Figura 
28, uma vez que o coeficiente de partição da IgG aumenta de 0,87 (indiciando uma maior 
afinidade para a fase inferior do sistema) para valores iguais ou superiores a 1 com a 
utilização de LIs (indicando uma maior propensão de migração da proteína para a fase 
superior do sistema). 
De um modo geral, o aumento da concentração de LI adicionado ao sistema não 
aparenta ter uma correlação direta com a quantidade de IgG extraída para a fase rica em 
PEG, dado que os rendimentos de extração observados para um determinado LI não 
oscilam consideravelmente com o aumento da concentração de LI adicionado ao sistema. 
Excecionalmente, apenas nos resultados obtidos para o [C4mim]Br se constata maiores 
aumentos no rendimento de extração em função da concentração do LI. A mesma 
tendência é possível observar relativamente aos coeficientes de partição da proteína, uma 
vez que para os LIs [Ch]Cl, [N1111]Cl e [C4mim]Cl os valores dos coeficientes são apenas 
ligeiramente superiores a 1, embora aproximadamente constante e sem denotarem 
qualquer tendência de aumento com o aumento da concentração de cada um dos LIs. 
Apenas no caso do [C4mim]Br essas diferenças são mais notórias, sendo possível atingir 
um coeficiente de partição superior a 1,6 com a utilização de 10% deste LI. Deste modo, 
e de acordo com estas observações, é possível concluir que é a estrutura química do LI 
que apresenta um papel determinante no comportamento de partição da IgG nos sistemas, 
e que o efeito da sua estrutura química é muito mais relevante do que o efeito da sua 
concentração. 
Uma vez que os LIs são adicionado ao SAB polímero-polímero, eles próprios 
particionam-se pelas duas fases aquosas coexistentes. De acordo com os resultados 
obtidos, todos os LIs investigados particionam preferencialmente para a fase superior rica 
em PEG, tendo sido obtidas eficiências de extração compreendidas entre 
aproximadamente 66% e até mais de 77%. Contudo, a quantidade de LI presente na fase 
rica em PEG não se trata de um fator condicionante na partição de IgG, pelo que a 
extensão de migração dos LIs para a fase rica em polímero não apresenta um efeito 
substancial no grau de partição da IgG. Não obstante, a partir dos resultados obtidos e 
considerando que todos os LIs apresentam eficiências de extração superiores a 66% para 
a fase superior do sistema quando adicionados a qualquer das concentrações estudadas, é 
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possível sugerir que nas condições com as concentrações mais elevadas de LI, adicionado 
para aumentar a migração de IgG para a fase superior, este possivelmente encontra-se em 
excesso, e uma vez mais é possível corroborar a noção de que a natureza química do LI 
apresenta o papel mais relevante neste estudo. Deste modo, e tendo em vista apenas a 
extração seletiva de IgG para a fase superior rica em PEG, podemos concluir que a 
concentração mais baixa de LI testada aparenta ser suficiente para potenciar e otimizar a 
partição/extração de IgG, acarretando consigo vantagens adicionais relacionadas com o 
custo do SAB e com questões de biocompatibilidade. Por tudo isto, é possível sugerir que 
os LIs investigados estabelecem interações não-covalentes com a proteína de interesse, 
aumentando a sua partição para a fase rica em polímero (a fase que se apresenta 
igualmente rica em LI), e ainda que os LIs atuam como agentes de “salting-in”. 
Apesar destas evidências, é importante destacar que o sistema constituído por 
[C4mim]Br denotou um aumento crescente no nível de rendimento de extração de IgG 
com o aumento da sua concentração no sistema, acompanhado por um aumento 
considerável do seu coeficiente de partição, tendo sido atingido um excelente rendimento 
a rondar os 95% com a percentagem máxima deste LI. Uma vez que este apresentou um 
comportamento notoriamente crescente em termos de rendimento/coeficiente com o 
aumento da concentração, tornou-se relevante inferir acerca da potencialidade deste LI 
em outras concentrações tendo em vista a extração completa da IgG para a fase rica em 
polímero numa única etapa. Para o efeito, procedeu-se à realização de novos ensaios 
utilizando concentrações ainda mais elevadas deste LI, nomeadamente 15, 20 e 35%.  
 
Tabela 9 – Pontos de mistura estudados com vista à extração de IgG com o sistema ternário controlo PEG 













Sistema ternário PEG 3350 + dextrano 500 kDa + solução stock IgG 
7 5 30 - 58 
Sistema quaternário PEG 3350 + dextrano 500 kDa + [C4mim]Br + solução stock IgG 










Os pontos de mistura selecionados para a extração de IgG pura Gammanorm 
encontram-se apresentados na Tabela 9. Na Figura 29, pode observar-se o aspeto 
macroscópico dos sistemas de extração com a composição descrita na Tabela 9. Tal como 
se pode verificar através da análise da imagem, não se constatou a formação de qualquer 
fase sólida de proteína precipitada e/ou desnaturada que impedisse o particionamento de 
IgG pelas duas fases aquosas. Assim, apesar de ser notória a alteração da razão 
volumétrica com aumento da concentração de LI, é possível concluir que a presença do 
LI mesmo em elevadas concentrações, não causa a precipitação da proteína (pelo que se 
infere macroscopicamente). Deste modo, todos os SAB representados na Figura 29, foram 
utilizados nas análises subsequentes uma vez que se revelaram adequados à partição de 
IgG pelas duas fases aquosas coexistentes. 
 
 
Figura 29 – Aspeto macroscópico dos sistemas PEG + dextrano + H2O, com diferentes concentrações de 
[C4mim]Br como adjuvante, que permitiram a formação de SAB apropriados à partição da IgG. A razão 
volumétrica das fases coexistentes (fase inferior – FI; fase superior – FS) encontra-se indicada na barra 
azul, e a interface do sistema encontra-se realçada com um círculo descontínuo vermelho. 
 
Após a separação de ambas as fases aquosas coexistentes dos sistemas de extração, foi 
estudado o comportamento de partição da IgG no sistema controlo sem LI e nos sistemas 
com diferentes concentrações de LI compreendidas entre 1 e 35%. Os dados obtidos para 
os rendimentos de extração de IgG e eficiências de extração de [C4mim]Br para a fase 
superior dos sistemas e respetivos desvios-padrão encontram-se representados na Figura 
30.  
Efetivamente, os resultados referentes às extrações com diferentes concentrações de 
[C4mim]Br apresentam-se extremamente promissores, tendo em vista a extração de IgG. 
De acordo com os resultados obtidos, é possível referenciar duas condições que 
95 
 
permitiram a extração completa de IgG para a fase superior rica em PEG em apenas uma 
etapa de extração.  
 
 
Figura 30 – Rendimentos de extração da IgG (%YIgG) nos SAB quaternários formados por PEG + dextrano 
+ H2O + 1, 5, 10, 15, 20 e 35% de [C4mim]Br. A eficiência de extração do LI para a fase superior rica em 
PEG dos sistemas encontra-se igualmente representada no gráfico. 
 
De facto, nos sistemas constituídos por 15% [C4mim]Br e 20% [C4mim]Br verificou-
se um aumento do rendimento de extração de IgG de cerca de 70% para 100%, atingindo-
se assim a extração completa da biomolécula de interesse para a fase superior  em ambas 
as condições. Deste modo, há um aumento no nível do rendimento com o aumento da 
concentração de LI até 15%, sendo esta a condição na qual se atinge o máximo possível 
de extração de proteína. Mais ainda, apenas no sistema constituído pela concentração 
máxima de LI estudada (35% de [C4mim]Br) se verifica um decréscimo do rendimento 
de extração para cerca de 80%. A origem deste decréscimo prende-se, possivelmente, 
com a ocorrência de desnaturação da proteína que não é observável macroscopicamente, 
uma vez que a presença de uma concentração tão elevada de LI pode acarretar consigo 
alguns problemas de biocompatibilidade para a biomolécula. 
Uma vez mais é possível constatar a mesma relação entre a quantidade de LI presente 
na fase rica em PEG e a partição de IgG anteriormente discutida. Inclusive, no sistema 
em que se conseguiu a maior extração de LI para a fase superior (%EELI > 85%) verificou-
se um decréscimo do rendimento comparativamente com a condição anterior estudada. 
Assim sendo, a extensão de migração dos LIs para a fase rica em polímero não é um fator 
condicionante na partição da IgG, pelo que esta se apresenta mais uma evidência que 
permite corroborar a ideia de que a estrutura do LI apresenta um papel fulcral na partição 
da proteína. Deste modo, é possível concluir que este LI estabelece interações não-
covalentes com a IgG, aumentando a sua partição para a fase rica em PEG. Em particular, 
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uma vez que este LI é constituído por um anel aromático, é possível que se estabeleçam 
interações do tipo π∙∙∙π entre os aminoácidos aromáticos da IgG e o anel aromático do LI 
ou interações do tipo catião∙∙∙π entre a IgG (que ao pH a que o trabalho foi desenvolvido 
se encontra carregada positivamente) e o anel aromático que constitui o catião do LI, e 
que possivelmente governem o comportamento de partição da IgG nos SAB estudados. 
Após este processo de otimização da extração de IgG utilizando SAB polímero-
polímero constituídos por LIs como adjuvantes, foi possível perceber e justificar 
adequadamente os mecanismos moleculares que governam a partição de IgG neste tipo 
de sistemas quaternários, sendo possível destacar três condições que permitiram a 
obtenção de resultados extremamente promissores do ponto de vista da extração de IgG. 
Neste sentido, é importante realçar o sistema constituído por PEG 3350 + dextrano 500 
kDa + H2O + 10% [Ch][Ac] que permitiu alcançar um rendimento de extração superior a 
97%, e os sistemas PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H2O + 15% [C4mim]Br e PEG 3350 
+ dextrano 500 kDa + H2O + 20% [C4mim]Br que permitiram obter 100% de extração 
da proteína para a fase superior rica em PEG, sendo portanto, as condições mais 
adequadas e que mais potenciam a extração de IgG. 
3.5. Extração de IgG anti-IL-8 a partir de sobrenadantes de culturas 
celulares CHO 
Após a etapa de otimização da extração de IgG utilizando IgG humana comercial/pura, 
e após a determinação dos sistemas mais promissores no que concerne à sua extração 
seletiva para a fase rica em PEG, procedeu-se à avaliação da sua potencialidade como 
plataformas de purificação de anticorpos monoclonais IgG anti-IL-8 diretamente a partir 
de sobrenadantes de culturas celulares CHO DP-12 produzidos previamente no capítulo 
3.1. desta dissertação. 
Assim, a estratégia nesta etapa do trabalho passou por testar as condições mais 
promissoras estudadas anteriormente na extração e purificação de IgG a partir de uma 
matriz real, sendo então estudadas as seguintes condições: 1, 5 e 10% de [Ch][Ac] e 10, 
15 e 20% de [C4mim]Br. Os pontos de mistura das condições selecionadas para a extração 
de IgG diretamente a partir dos sobrenadantes das culturas celulares encontram-se 




Tabela 10 – Condições testadas para a extração seletiva e purificação de IgG anti-IL-8 diretamente a partir 
de sobrenadantes de culturas celulares CHO DP-12 com o sistema ternário controlo PEG 3350 + dextrano 













Sistema ternário PEG 3350 + dextrano 500 kDa + sobrenadante contendo IgG anti-IL-8 
× 7 5 50 - 38 
Sistema quaternário PEG 3350 + dextrano 500 kDa + LI + sobrenadante contendo IgG anti-IL-8 









Na Figura 31, pode observar-se o aspeto macroscópico dos sistemas de extração com 
a composição descrita na Tabela 10. Tal como se pode verificar através da análise da 
imagem, não se constatou a formação de qualquer fase sólida de proteínas precipitadas 
e/ou desnaturadas que impedissem a partição da IgG pelas duas fases aquosas. Assim, 
todos estes SAB apresentaram-se adequados como sistemas de extração líquido-líquido 
de biomoléculas, mesmo quando carregados com elevadas concentrações de solução 
proteica. De facto, a concentração de solução contendo proteínas (IgG + impurezas 
proteicas provenientes do sobrenadante da cultura celular) foi muito superior neste 
sistemas de extração (45, 50 e 55%) do que a concentração estudada na partição da IgG 
pura (30%). O facto de não se ter observado precipitação de proteína nos sistemas em 
estudo mesmo com uma concentração de proteínas muito mais elevada, permite-nos 
concluir que não ocorreu a saturação de nenhuma das fases e que é então possível 
potenciar a extração de IgG com este tipo de sistemas processando grandes quantidades 
de amostras (representando mais de 50% do sistema de extração), sendo esta uma 
vantagem bastante representativa tendo em vista a aplicação destes sistemas a uma escala 
industrial. 
Após a separação de ambas as fases aquosas coexistentes dos sistemas de extração, foi 
estudado o comportamento de partição das proteínas presentes nos sobrenadantes de 
culturas celulares CHO DP-12 (IgG + impurezas proteícas) no sistema controlo sem LI e 
nos sistemas contendo diferentes concentrações de dois LIs diferentes, que demonstraram 
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maior potencialidade no processo de otimização da extração de IgG apresentado 
anteriormente. 
 
Figura 31 – Aspeto macroscópico dos sistemas PEG + dextrano + H2O, com diferentes concentrações de 
[Ch][Ac] e [C4mim]Br como adjuvantes, que permitiram a formação de SAB apropriados à partição da IgG 
e das impurezas proteicas presentes nos sobrenadantes das culturas celulares CHO DP-12. A razão 
volumétrica das fases coexistentes (fase inferior – FI; fase superior – FS) encontra-se indicada na barra 
azul, e a interface do sistema encontra-se realçada com um círculo descontínuo vermelho. 
 
Os sistemas testados foram os constituídos por PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H2O 
+ 15% e 20% [C4mim]Br uma vez que estes se revelaram como os sistemas mais 
promissores no capítulo anterior, permitindo a extração completa de IgG para a fase 
superior. Mais ainda, foi também testada a condição constituída por 10% [C4mim]Br no 
sentido de explorar a utilização de menores concentrações de LI na extração de anticorpos 
a partir de uma matriz real e que possam levar a resultados tão interessantes como os 
obtidos com maiores concentrações deste aditivo. Também o sistema PEG 3350 + 
dextrano 500 kDa + H2O + 10% [Ch][Ac] permitiu um dos melhores resultado em termos 
de rendimento de extração de IgG apresentado no capítulo anterior, e como tal foram 
testadas todas as três concentrações referentes a este LI, por um lado pelo motivo de 
explorar concentração mais reduzidas de LI nesta situação e por outro lado devido ao 
facto de se tratar de um LI mais biocompatível e que na eventualidade de atingir 
rendimentos de extração/ níveis de pureza comparáveis aos do imidazólio anteriormente 
descrito, a sua utilização seria preferível. 
Posto isto, pretendeu-se assim avaliar a eficiência destes sistemas no que concerne à 
extração seletiva da IgG para a fase superior rica em PEG de cada sistema, retendo em 
simultâneo as impurezas proteicas na fase oposta, e para tal foram determinados os 
rendimentos de extração de IgG para a fase superior do sistema e o nível de pureza com 
que o anticorpo foi extraído para essa mesma fase. Assim sendo, os dados obtidos para 
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os rendimentos de extração e grau de pureza da IgG na fase rica em PEG e respetivos 
desvios-padrão encontram-se representados na Figura 32, e os coeficientes de partição 
com os respetivos desvios-padrão encontram-se representados na Figura 33. Investigou-
se ainda os valores de pH de cada fase do sistema, uma vez que se trata de um parâmetro 
extremamente relevante na partição das biomoléculas em SAB, encontrando-se esses 
resultados igualmente representados em cada um dos gráficos. 
 
Figura 32 – Rendimentos de extração (%YIgG) e níveis de pureza (%PurezaIgG) da IgG extraída a partir de 
sobrenadantes de culturas celulares CHO DP-12 através de SAB quaternários formados por PEG + dextrano 
+ H2O e com diferentes concentrações de LI como adjuvante (1, 5 e 10% de [Ch][Ac] + 10, 15 e 20% de 
[C4mim]Br). Os valores de pH na fase superior (FS) e na fase inferior (FI) dos sistemas encontram-se 
igualmente representados no gráfico. 
 
 
Figura 33 – Coeficientes de partição da IgG (%YIgG) extraída a partir de sobrenadantes de culturas celulares 
CHO DP-12 através de SAB quaternários formados por PEG + dextrano + H2O e com diferentes 
concentrações de LI como adjuvante (1, 5 e 10% de [Ch][Ac] + 10, 15 e 20% de [C4mim]Br). 
 
Após uma análise cuidada dos resultados obtidos, é possível distinguir e interpretar de 
maneira diferente o efeito exercido por cada um dos LIs na extração seletiva e purificação 
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de IgG anti-IL-8 a partir dos sobrenadantes das culturas celulares. No entanto, de uma 
forma geral e tendo em consideração os resultados apresentados na Figura 32, é possível 
constatar que em todas as condições estudadas envolvendo a utilização de LIs há um 
aumento do rendimento de extração da IgG para a fase superior rica em PEG 
comparativamente com a condição original, em que nenhuma quantidade de LI é 
adicionado ao sistema. De facto, este aumento do rendimento de extração associado à 
utilização destes LIs já havia sido observado nas etapas de otimização do processo 
apresentadas anteriormente e portanto, a mesma tendência é observado quando utilizada 
uma matriz real de muito maior complexidade. Assim sendo, com a utilização de 
[Ch][Ac] foi possível aumentar o rendimento de extração de aproximadamente 69% para 
valores compreendidos entre cerca de 73% e 78%, e com a utilização de [C4mim]Br o 
incremento no rendimento de extração foi ainda maior, para valores compreendidos entre 
aproximadamente 79% e 82%. No entanto, é importante realçar que os rendimentos de 
extração obtidos a partir da matriz real são inferiores aos que haviam sido obtidos com a 
utilização de IgG pura/comercial. Tal como foi discutido no capítulo 3.2. desta 
dissertação, os anticorpos monoclonais anti-IL-8 produzidos através das culturas 
celulares CHO DP-12 apresenta um único pI de aproximadamente 9,3, ao contrário da 
IgG comercial utilizada que apresenta uma gama de pIs compreendidos entre 7 e 9,3. 
Deste modo, a IgG proveniente das culturas celulares apresenta-se muito mais suscetível 
às condições do meio, fazendo com que pequeníssimas variações possam levar a 
alterações consideráveis do seu comportamento de partição nos SAB. Para além disso, é 
necessário lidar com uma muito maior complexidade da matriz real em que os anticorpos 
estão inseridos e que pode dificultar e alterar ligeiramente o equilíbrio termodinâmico e 
comportamento de partição das biomoléculas no sistema. Assim sendo, estes dois motivos 
apresentam-se como os mais plausíveis que justificam a diferença observada em termos 
de rendimento de extração para estas situações. Para além disso, estes resultados 
conjuntamente com os resultados dos coeficientes de partição destes sistemas 
apresentados na Figura 33, permitem uma vez mais denotar a ideia de que a estrutura 
química do LI apresenta de facto o papel principal no comportamento de partição da IgG 
para a fase superior, sendo que a concentração de LI não aparenta ter uma influência 
muito considerável na extração da IgG dada a obtenção de rendimentos de extração 
relativamente similares entre as diferentes concentrações de LI testadas.  
Mais ainda, torna-se muito interessante compreender o efeito que os dois LIs 
apresentaram no que concerne ao grau de pureza da IgG, que nos permite efetuar uma 
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análise quantitativa da seletividade que as proteínas envolvidas apresentam. De acordo 
com os resultados obtidos para o [Ch][Ac], é possível verificar um decréscimo contínuo 
do nível de pureza da IgG com o aumento da concentração de LI. De facto, com apenas 
1% de LI adicionado ao sistema, o nível de pureza decresce de 29,3% para 26,8%, sendo 
que se atinge o nível mínimo de pureza no sistema constituído por 10% deste LI, em que 
o nível de pureza atinge os 19,1%. Assim sendo, é possível concluir que a utilização de 
[Ch][Ac] apesar de aumentar a extração de IgG para a fase rica em PEG, também favorece 
a migração das restantes impurezas para essa mesma fase, promovendo a diminuição do 
grau de pureza da biomolécula de interesse. Deste modo, este LI aparenta exercer um 
maior efeito na migração das impurezas proteicas para a fase rica em PEG, do que 
propriamente na molécula-alvo. Para além disso, constata-se que o efeito da concentração 
do LI é notório no âmbito do grau de pureza da IgG, e a concentração de LI aparenta ter 
um papel fundamental na migração das impurezas proteicas, uma vez que estas migram 
mais para a fase superior do sistema com o aumento da concentração do LI. Por tudo isto, 
é possível concluir que a introdução de [Ch][Ac] no sistemas convencionais polímero-
polímero embora se tenha revelado promissora tendo em vista a extração de IgG, revelou-
se ineficiente para a sua purificação diretamente a partir dos sobrenadantes das culturas 
celulares, atingindo níveis de pureza inferiores aos obtidos com o sistema sem adição de 
qualquer LI. 
No que diz respeito ao [C4mim]Br, os resultados obtidos revelaram-se extremamente 
promissores. Surpreendentemente, verifica-se um aumento crescente no nível de pureza 
da IgG em função da concentração de LI adicionado ao sistema original polímero-
polímero. De facto, nas condições testadas com este LI, constata-te um incremento do 
nível de pureza de cerca de 29% para valores compreendidos entre aproximadamente 37% 
e 64% com apenas uma etapa de extração. Deste modo, é possível concluir que este LI 
apresenta não só um efeito favorável na extração da IgG para a fase superior rica em PEG, 
como em simultâneo potencia a migração das impurezas proteicas para a fase inferior 
oposta, rica em dextrano. Tal situação reflete-se nos coeficientes de partição apresentados 
na Figura 33, na qual se verifica para todas as condições testadas com este LI um 
coeficiente de partição da IgG superior a 1, evidenciando a sua partição preferencial para 
a fase superior do sistema, enquanto que para as impurezas proteicas verifica-se um 
decréscimo contínuo do seu coeficiente, sendo este sempre muito inferior a 1, o que revela 
precisamente uma migração preferencial destas proteínas para a fase inferior dos 
sistemas. O resultado mais promissor obtido assim neste estudo, foi atingido com a 
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utilização deste último LI no sistema constituído por PEG 3350 + dextrano 500 kDa + 
H2O + 20% [C4mim]Br, que permitiu a extração de aproximadamente 82% de IgG para 
a fase rica em PEG, retendo a maioria das impurezas proteicas na fase oposta, traduzindo-
se num nível de pureza de 64,0% atingido numa única etapa de extração/purificação. 
Deste modo, através da adição de LI a um sistema polímero-polímero foi possível 
manipular a afinidade das fases coexistentes do sistema e obter assim uma seletividade 
oposta da IgG e das restantes impurezas proteicas para essas mesmas fases. Assim sendo, 
torna-se evidente a capacidade dos LIs alterarem e manipularem a polaridade entre as 
duas fases dos SAB, promovendo alterações na separação da IgG e das restantes 
impurezas proteicas pelas duas fases, que permitiram atingir uma separação seletiva 
destas biomoléculas, extraindo e purificando seletivamente a IgG tal como pretendido.  
3.6. Avaliação da integridade/estabilidade da IgG 
Por fim, numa última abordagem e de forma a avaliar e caracterizar adequadamente 
todo o processo anteriormente descrito, pretendeu-se estudar a integridade e estabilidade 
da proteína de interesse, a IgG, após a etapa de SAB, e de forma a compreender se o 
processo de extração ou o contacto com os componentes que formam o SAB induz algum 
tipo de alterações na proteína. 
Para tal, e ainda no seguimento do capítulo anterior, procedeu-se à execução de uma 
análise de SDS-PAGE de forma a avaliar qualitativamente a pureza das fases coexistentes 
dos sistemas contendo LIs e estudados na extração/purificação de IgG diretamente a partir 
de sobrenadantes de culturas celulares, através da obtenção do seu perfil proteico. Na 
Figura 34 apresentam-se os perfis proteicos da IgG pura/comercial, dos sobrenadantes 
das culturas celulares CHO DP-12 e das duas fases coexistentes dos vários SAB estudados 
no capítulo anterior desta dissertação. 
Analisando inicialmente as bandas obtidas para os sistemas contendo [Ch][Ac], é 
efetivamente possível corroborar e confirmar os resultados descritos anteriormente 
relativos à purificação de IgG, uma vez que se constata a presença tanto de anticorpo 
como das restantes impurezas proteicas (e em particular a albumina) em ambas as fases 
coexistentes. Contudo, uma vez que a albumina consiste na impureza maioritária, será a 
proteína que terá uma maior influência para o grau de pureza. Efetivamente é possível 
verificar que a banda correspondente à albumina, a cerca de 67 kDa, apresenta cada vez 
menor intensidade na fase inferior dos sistemas com o aumento da concentração de LI, 
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comprovando a sua migração para a fase superior do sistema que causa então a 
diminuição no nível de pureza da IgG. Mais ainda, não se verifica diferenças de 
intensidade significativas nas bandas correspondentes ao anticorpo-alvo. 
 
 
Figura 34 – SDS-PAGE de um gel 12% T e 3% C, corado com azul de Coomassie, carregado com as 
seguintes amostras: Poço 1 – marcador de peso molecular; Poço 2 – IgG pura Gammanorm; Poço 3 – 
sobrenadante proveniente de uma cultura celular CHO DP-12; Restantes poços – fase superior (FS) e fase 
inferior (FI) das extrações de IgG anti-IL-8 diretamente a partir de sobrenadantes de culturas celulares CHO 
DP-12, através de SAB constituídos por PEG + dextrano + H2O e com diferentes concentrações de LI como 
adjuvante (1, 5 e 10% de [Ch][Ac] + 10, 15 e 20% de [C4mim]Br). A posição das cadeias pesadas (50 kDa) 
e das cadeias leves (25 kDa) da IgG encontram-se destacadas e indicadas no próprio gel. 
 
Relativamente aos sistemas contendo [C4mim]Br, é possível constatar uma ligeira 
distorção das bandas e por vezes algum arrastamento de algumas bandas, que se relaciona 
essencialmente com dois motivos: primeiramente, pode estar relacionado com a presença 
dos polímeros constituintes das fases que devido à sua elevada viscosidade podem causar 
esse tipo de artefactos no gel; por outro lado, a utilização de LIs que são compostos 
iónicos interferem na passagem do campo elétrico em que se baseia a eletroforese, e daí 
verificar-se a perda de alguma resolução no gel. Apesar disso, em todas as concentrações 
testadas deste LI é evidente a existência de bandas referentes à IgG com maior intensidade 
na fase superior dos sistemas, indiciando precisamente uma extração seletiva do anticorpo 
para essa mesma fase rica em PEG. É também possível realçar o aumento da intensidade 
da banda referente à albumina na fase inferior dos sistemas com o aumento da 
concentração do LI, sendo que, com base no perfil proteico das fases coexistente, contata-
se claramente no sistema constituído por 20% de [C4mim]Br uma maior afinidade da IgG 
para a fase superior sendo a concentração da impureza maioritária muito menor nesta fase 
(com base na obtenção de uma banda muito menos intensa desta proteína na fase em 
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questão). Deste modo, através desta técnica foi possível comprovar a manipulação da 
polaridade das fases coexistentes do sistema polímero-polímero com a utilização de LIs, 
permitindo obter afinidades opostas para a IgG e para as impurezas proteicas, tratando-se 
portanto de conclusões bastante promissoras tendo em vista o desenvolvimento de uma 
plataforma eficiente de purificação de anticorpos monoclonais.   
Para além desta análise qualitativa da seletividade dos sistemas testados, a análise por 
SDS-PAGE permitiu-nos ainda avaliar o efeito dos LIs no processo de extração e na 
possível degradação da IgG. Tal como se pode verificar na Figura 34, não se verifica a 
degradação da IgG em nenhuma das condições testadas, sendo possível constatar a sua 
integridade através da obtenção das duas bandas características deste anticorpo. Mais 
ainda, é possível confirmar a manutenção da sua massa molecular, uma vez que as bandas 
obtidas para as cadeias pesadas do anticorpo se situam a cerca de 50 kDa e as bandas 
referentes às cadeias leves do anticorpo estão presentes a aproximadamente 25 kDa, sendo 
que os ligeiros desvios verificados em algumas das condições relacionam-se com a 
viscosidade dos polímeros e dos próprios constituintes das fases. Deste modo, é possível 
concluir que os LIs estudados mantêm a integridade da proteína e como tal apresentam-
se apropriados para o processo de extração e purificação da IgG a partir dos sobrenadantes 
das culturas celulares. 
Seguidamente, o pI das proteínas presentes em cada uma das fases aquosas 
coexistentes após o processo de extração foi determinado, de modo a compreender se os 
processos de extração sugeridos/estudados induzem alguma modificação no anticorpo de 
interesse que possa levar à alteração do seu pI característico. Deste modo, na Figura 35 
apresenta-se o gel de focagem isoelétrica com o perfil obtido para a IgG pura/comercial, 
para as proteínas presentes nos sobrenadantes das culturas celulares CHO DP-12 e nas 
duas fases coexistentes dos SAB constituídos por 10% [Ch][Ac] e por 15 e 20% de 
[C4mim]Br. 
De acordo com os resultados obtidos por IEF para as fases coexistentes dos sistemas 
utilizados para extrair IgG anti-IL-8 a partir dos sobrenadantes de culturas celulares, é 
possível verificar que a presença de [Ch][Ac] e [C4mim]Br no processo de 
extração/purificação não afeta/altera o pI da proteína de interesse. De facto, ainda que 
muito ténues devido à diluição do anticorpo na fase para a qual é extraído, é possível 
constatar a banda referente à IgG anti-IL-8 a um pI de cerca de 9,3 em todas as situações 
estudadas. No sistema contendo 10% [Ch][Ac], constata-se a presença da banda referente 
ao anticorpo em ambas as fases coexistentes, sendo no entanto possível denotar a presença 
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de variadas proteínas acídicas na fase superior, referentes às impurezas proteicas, tal 
como já havia sido discutido anteriormente. Mais ainda, é notório que neste sistema existe 
uma maior prevalência das impurezas proteicas na fase superior do que na fase inferior 
do sistema, o que, uma vez mais, se encontra de acordo com a tendência de pureza 
atingida com este LI. 
 
Figura 35 – Gel de focagem isoelétrica (IEF) 5% T e 3% C, corado com nitrato de prata e carregado com 
as seguintes amostras: Poço 1 – marcador de pontos isoelétricos; Poço 2 – IgG pura Gammanorm 1 g/L; 
Poço 3 – sobrenadante proveniente de uma cultura celular CHO DP-12; Restantes poços – fase superior 
(FS) e fase inferior (FI) das extrações de IgG anti-IL-8 diretamente a partir de sobrenadantes de culturas 
celulares CHO DP-12, através de SAB constituídos por PEG + dextrano + H2O e com diferentes 
concentrações de LI como adjuvante (10% de [Ch][Ac] + 15 e 20% de [C4mim]Br). A posição da banda 
referente ao pI da IgG encontra-se destacada a verde e indicada no próprio gel. 
 
Já no caso dos sistemas contendo [C4mim]Br, verifica-se a presença da banda referente 
à IgG na fase superior a um pI de aproximadamente 9,3, existindo no entanto um perfil 
associado às fases inferiores que contém um maior número de impurezas com pIs acídico, 
o que uma vez mais corrobora e sustenta os resultados para os níveis de pureza obtidos 
nestas situações. Por tudo isto, é possível inferir que o processo de extração e purificação 
da IgG a partir dos sobrenadantes das culturas celulares envolvendo a utilização de LIs 
aparenta ser adequado no que concerne à manutenção das propriedades físico-químicas 
da proteína de interesse, e em particular do seu pI. 
Apesar de os SAB serem cada vez mais aplicados na extração e purificação de 
inúmeros biofármacos, torna-se impreterível inferir acerca da estabilidade do biofármaco 
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após ter sido sujeito ao processo de purificação. De facto, estudos conformacionais de 
macromoléculas biológicas foram já realizados através de dicroísmo circular (DC), 
mesmo não sendo atingida a determinação da sua estrutura detalhada [197]. O DC 
consiste num método rápido e pouco dispendioso e que não requer uma quantidade de 
amostra significativa, e que por ser conduzido em solução apresenta a vantagem de ser 
avaliada a estrutura da proteína tal como está presente na amostra, e sem que haja 
alteração da sua estrutura molecular como poderia ocorrer se esta fosse cristalizada para 
execução de outras técnicas que assim o exijam, como por exemplo a cristalografia de 
Raios-X [198]. Em particular, já foi provado que o dicroísmo circular (DC) é uma técnica 
bastante útil na determinação da estabilidade de proteínas, em particular de IgG, ao longo 
do processo de purificação utilizando SAB [158]. No trabalho desenvolvido por Borlido 
et al., os autores conseguiram provar uma completa biocompatibilidade dos SAB 
constituídos por polímeros sensíveis à temperatura, sem qualquer influência dos 
componentes formadores das duas fases aquosas. Mais especificamente, em relação aos 
LIs, alguns “LIs hidratados” ou soluções aquosas de LIs já demonstraram ser meios 
extraordinários para a solubilização e estabilização de proteínas [199]. Outros estudos 
também demonstraram que soluções aquosas de LIs da família dos amónios são capazes 
de manter a estrutura nativa do citocromo c até concentrações de 50 – 70% de LI 
(contrariamente à desnaturação da proteína observada em soluções semelhantes de 
metanol ou acetonitrilo e água) [200]. Venkatesu e os seus colaboradores [201] 
demonstraram igualmente que os LIs da família dos amónios atuam como estabilizadors 
para proteínas globulares. Mais ainda, Taha et al. [202] demonstraram a estabilidade da 
BSA após uma etapa de extração utilizando SAB constituídos por um polímero e por LIs 
com capacidade tampão (Good’s buffers), e Dreyer e Kragl [203] também mostraram que 
os LIs podem ser utilizados como componentes formadores de fases para extrair e 
estabilizar enzimas. Posto isto, parece plausível que os LIs possam ser integrados com 
sucesso nos processos de extração e purificação de biomoléculas, como é o caso da 
investigação aqui discutida. 
Assim sendo, embora neste trabalho tenha sido demonstrado que a adição de pequenas 
quantidades de LIs como adjuvantes em SAB convencionais polímero-polímero 
aumentam o rendimento de extração e o nível de pureza da IgG, foram ainda 
desenvolvidos esforços no sentido de avaliar o efeito dos LIs e do próprio processo de 
extração que envolve a sua utilização, na estabilidade estrutural da IgG. Para tal, foram 
utilizadas duas técnicas espetroscópicas que nos permitiram investigar a integridade da 
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IgG em várias condições, nomeadamente a técnica de DC e a espetroscopia de 
fluorescência. O DC apresentou-se como uma técnica bastante promissora que nos 
permitiu assim inferir acerca da integridade da estrutura da proteína, e em particular da 
sua estrutura secundária, sem que fosse necessário recorrer a outros métodos, como por 
exemplo ELISA e proteína A para determinar a integridade das regiões Fab e Fc da IgG, 
respetivamente. Apesar disso, no estudo conduzido neste trabalho, uma vez que a 
quantificação da IgG nos SAB foi feita através de uma coluna de proteína G analítica, 
podemos comprovar a priori a manutenção da integridade da região Fc da IgG com a 
extração através de SAB constituídos por LIs como adjuvantes. Os estudos de 
fluorescência foram conduzidos no sentido de suportar os resultados de DC e inferir 
acerca da manutenção da estrutura terciária/enrolamento correto da IgG. 
Neste sentido, a estratégia passou por estudar as condições que suscitaram mais 
interesse e/ou curiosidade na extração de IgG. De facto, uma das condições mais 
favoráveis e com as quais se estudou a sua potencialidade na extração e purificação de 
IgG anti-IL-8 diretamente a partir de sobrenadantes de culturas celulares foram as que 
incluíam o LI [Ch][Ac], pelo que foi então estudada a integridade da IgG após a extração 
com SAB contendo 1, 5 e 10% de [Ch][Ac]. Um outro LI que se revelou extremamente 
promissor para este propósito foi o [C4mim]Br, que permitiu atingir excelentes resultados 
de extração e purificação da IgG. Contudo, a integridade da proteína na presença deste LI 
não foi estudada, uma vez que este LI contém um grupo imidazólio que apresenta um 
pico a 211 nm, isto é, absorve na região Far-UV (190 – 250 nm) que é a região que se 
pretendeu estudar, uma vez que é esta que nos permite inferir acerca dos elementos de 
estrutura secundária presentes nas proteínas. Isto significa que a obtenção de um espetro 
exato de DC de moléculas quirais nesta região seria inviável, mesmo depois da correção 
da linha de base. Assim sendo, a integridade da proteína na presença deste LI não pode 
ser determinada, e sugere-se que no futuro esta venha a ser estudada recorrendo a outras 
técnicas que se apresentem viáveis para o efeito, como por exemplo através de Fourier 
Transform Infrared Radiation (FTIR). No entanto, estudou-se também as condições 
contendo 1, 5 e 10% de [P4444]Cl, dado que levaram a um comportamento de extração que 
não seria expectável causando a perda de anticorpo com o aumento da concentração de 
LI introduzida no sistema, pelo que se tentou arrecadar nesta investigação algumas 
evidências acerca do efeito que este LI possa apresentar ao nível estrutural da IgG. É 
importante salientar que estes estudos foram conduzidos com IgG pura/comercial, e os 
resultados extrapolados para a IgG anti-IL-8 extraída a partir dos sobrenadantes das 
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culturas celulares, uma vez que não foi possível atingir a purificação completa da IgG 
numa única etapa e os estudos espetroscópicos desenvolvidos requerem a presença da 
proteína pura na amostra. 
Assim sendo, os dados obtidos através do equipamento de DC foram tratados, sendo 
que se apresenta na Figura 36 os resultados em unidades de elepticidade molar da IgG em 
PBS (na sua forma nativa e com o seu enrolamento correto), na fase rica em PEG após 
uma etapa de extração utilizando um SAB constituído por PEG 3350 + dextrano 500 kDa 
+ H2O e na fase rica em PEG após uma etapa de extração utilizando um SAB constituído 
por PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H2O + diferentes concentrações de [Ch][Ac]. É 
importante salientar que a gama de comprimentos de onda escolhida foi de 198 – 250 nm 
(Região Far-UV) uma vez que a utilização de sais (e em particular LIs) aumentam 
excessivamente a absorção a valores de comprimento de onda menores [198], e esta foi a 
gama definida em ensaios preliminares que permitiu manter a absorvância total dentro 
dos limites aceitáveis. 
 
 
Figura 36 – Espetros de DC na região do Far-UV (198 – 250 nm) da IgG na sua forma nativa (em PBS) e 
na fase rica em PEG após a sua extração utilizando SAB constituídos por PEG + dextrano + H2O e com 
diferentes concentrações de [Ch][Ac] como adjuvante. 
 
O DC tem vindo a ser utilizado como ferramenta para investigar eventuais alterações 
ao nível da estrutura secundárias das proteínas, sendo que os maiores cromóforos 
presentes nestas são as ligações peptídicas, que absorvem a luz Far-UV e induzem várias 
transições π-π* e n-π*, originando as bandas de DC características de várias conformações 
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de estrutura secundária, nomeadamente -hélica, folha-, volta- e random coil. 
Qualquer alteração na orientação da cadeia carbonada da proteína irá afetar a transição 
ótica, indicando alterações na estrutura secundária da proteína [198, 204]. 
De acordo com os resultados obtidos na Figura 36, é possível constatar um espetro de 
DC típico de folha- em todas as condições testadas, uma vez que se pode observar a 
presença de um mínimo a um comprimento de onda de cerca de 216 nm e um máximo de 
elipticidade molar próximo dos 200 nm. Contudo, verificou-se que os valores de 
elipticidade são mais negativos quando a IgG se encontra em PBS, sendo que a 
elipticidade no mínimo segue a seguinte tendência crescente: PBS < sem LI < 1% 
[Ch][Ac] < 5% [Ch][Ac] < 10% [Ch][Ac]. É importante salientar que o espetro referente 
à condição de 10% [Ch][Ac] apresenta bastante ruído, pelo que poderiam ter sido 
efetuadas mais acumulações do espetro de forma a reduzir o ruído do espetro. Apesar 
disso, é possível denotar esta tendência no seu espetro que nos permite afirmar que se 
trata da situação em que a elipticidade é maior a cerca de 216 nm, transmitindo a ideia de 
que a estrutura secundária sofre alterações, possuindo maior conteúdo em random coil. 
Posto isto, e no que concerne ao [Ch][Ac] é possível concluir que o aumento da 
concentração do LI no SAB de extração promove a perda de algum conteúdo em folha-
(maior valor de elipticidade a 216 nm), com um correspondente aumento do conteúdo 
em random coil (suportado pelos baixos valores de elipticidade abaixo de 208 nm). No 
entanto, o facto de se verificar em todas as situações a forma característica de uma 
proteína com um elevado conteúdo em folha- (com um mínimo característico a cerca de 
216 nm) permite-nos afirmar a estabilidade da IgG na presença deste LI. 
As alterações do processo de extração contendo o LI [Ch][Ac] na estrutura terciária da 
IgG foram também investigadas através da observação das alterações na fluorescência 
intrínseca da IgG a um comprimento de onda de excitação de 280 nm. O espetro de 
emissão de fluorescência surge devido aos resíduos de aminoácidos aromáticos presentes 
na IgG como o triptofano (Trp), a fenilalanina (Phe) e a tirosina (Tyr), capazes de sofrer 
transições n-π*. Devido essencialmente ao elevado número de resíduos de triptofano 
presentes na IgG, a monitorização das alterações na fluorescência intrínseca da proteína 
apresenta-se como um método sensível para provar alterações estruturais globais ao nível 
da estrutura terciária da mesma. Neste sentido, na Figura 37 encontra-se representado o 
espetro de emissão de fluorescência normalizado e não normalizado para a IgG em PBS 
(na sua forma nativa e com o seu enrolamento correto), na fase rica em PEG após uma 
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etapa de extração utilizando um SAB constituído por PEG 3350 + dextrano 500 kDa + 
H2O e na fase rica em PEG após uma etapa de extração utilizando um SAB constituído 
por PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H2O + diferentes concentrações de [Ch][Ac]. 
 
Figura 37 – Espetros de emissão de fluorescência na região compreendida entre 300 – 500 nm da IgG na 
sua forma nativa (em PBS) e na fase rica em PEG após a sua extração utilizando SAB constituídos por PEG 
+ dextrano + H2O e com diferentes concentrações de [Ch][Ac] como adjuvante: (A) Espetro de emissão de 
fluorescência normalizado de acordo com o comprimento de onda máximo; (B) Espetro de emissão de 
fluorescência não normalizado. 
 
Através da análise da Figura 37 (A), é possível constatar que não existe nenhum desvio 
em termos de comprimento de onda máximo para nenhum dos espetros quando 
comparados com o espetro da proteína nativa em PBS. Contudo, na Figura 37 (B) em que 
se apresenta o espetro de emissão de fluorescência não normalizado, é possível verificar 
uma intensidade de fluorescência muito elevada no espetro da proteína nativa, havendo 
um decréscimo bastante acentuado na intensidade da IgG após a sua extração num SAB 
convencional polímero-polímero e nos SAB polímero-polímero contendo o LI [Ch][Ac] 
como adjuvante. Apesar disso, não se verificam diferenças consideráveis de intensidade 
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entre o espetro da proteína extraída através de SAB sem LI ou através dos SAB com 
diferentes concentrações de LI, pelo que não se constata a existência de um efeito notório 
de alteração da estrutura terciária da proteína advindo da utilização de maiores 
concentrações de LI. Assim sendo, a diminuição considerável da intensidade da 
fluorescência verificada nestes espetros comparativamente com o espetro da proteína 
nativa pode ser justificada por três razões principais. Em primeiro lugar, pode tratar-se de 
um efeito da diluição da amostra, uma vez que a partição da IgG ocorre em diferentes 
extensões nos diferentes SAB, de maneira que a sua diferente concentração entre amostras 
pode estar na origem de algumas das discrepâncias constatadas em termos de intensidade 
de fluorescência; seguidamente, esta pode ser resultado do quenching dos resíduos de Trp 
devido à ligação do LI na sua vizinhança; finalmente, pode significar a perda do 
enrolamento da proteína. Tal como reportado por Deep et al. [205], as alterações na 
intensidade da fluorescência não podem, só por si, ser consideradas como uma prova de 
perda do enrolamento ou do re-enrolamento das proteínas, pelo que as alterações 
complementares na estrutura secundária da proteína podem validar os resultados da 
fluorescência. De facto, uma das hipóteses apontadas para o decréscimo da fluorescência 
prende-se com a possibilidade de ocorrer a perda do enrolamento da IgG, e tendo em 
consideração os resultados discutidos anteriormente relativos à perda de elementos de 
estrutura secundária em folha- para random coil com o aumento da concentração de LI 
no sistema, é possível que esta seja talvez a hipótese mais provável do efeito que o 
processo de extração contendo este LI apresenta na proteína de interesse, causando 
alguma desnaturação embora não muito acentuada, uma vez que não se verifica qualquer 
desvio em termos de comprimento de onda máximo para qualquer situação (e que seria 
um sinal evidente de um fenómeno de desnaturação da proteína). 
No que diz respeito ao estudo da estabilidade da IgG na presença de [P4444]Cl, os dados 
obtidos através do equipamento de DC foram tratados, sendo que se apresenta na Figura 
38 os resultados em unidades de elepticidade molar da IgG em PBS (na sua forma nativa 
e com o seu enrolamento correto), na fase rica em PEG após uma etapa de extração 
utilizando um SAB constituído por PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H2O e na fase rica 
em PEG após uma etapa de extração utilizando um SAB constituído por PEG 3350 + 
dextrano 500 kDa + H2O + diferentes concentrações de [P4444]Cl. 
Relativamente ao resultados obtidos na Figura 38 referente aos ensaios com o 
[P4444]Cl, é possível constatar um espetro de DC típico de folha- apenas nas condições 
da proteína nativa e após a sua extração utilizando SAB sem LI adicionado ou com apenas 
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1% de LI, uma vez mais devido à presença de um mínimo a um comprimento de onda de 
cerca de 216 nm e um máximo de elipticidade molar próximo dos 200 nm.  
 
Figura 38 – Espetros de DC na região do Far-UV (198 – 250 nm) da IgG na sua forma nativa (em PBS) e 
na fase rica em PEG após a sua extração utilizando SAB constituídos por PEG + dextrano + H2O e com 
diferentes concentrações de [P4444]Cl como adjuvante. 
 
 
Com a extração utilizando SAB a IgG aparenta perder algum conteúdo de estrutura 
secundária em folha-uma vez que os valores de elipticidade para estas situações são 
menos negativos do que na situação em que a IgG se encontra em PBS, o que representa 
precisamente a perda de conteúdo em folha-. Contudo, aquando da introdução de 5% e 
10% de LI ao SAB polímero-polímero, verifica-se uma mudança para valores negativos 
de elipticidade abaixo de 208 nm, o que significa que aumenta o conteúdo em random 
coil presente na IgG. Esta perda de elementos de estrutura secundária em folha- pode 
estar relacionada com o pH do sistema, que como foi discutido anteriormente é de 2,6 e 
1,7 para os sistemas contendo 5% e 10% de [P4444]Cl, respetivamente. De facto, já foi 
reportado que a exposição de imunoglobulinas a baixos valores de pH (pH < 3) leva à 
obtenção de uma estrutura com uma conformação estável designada de A-state e que é 
caracterizada por um elevado grau de estrutura secundária, por uma hidrofobicidade 
aumentada e uma tendência para que sofra lentamente um processo de agregação [206-
208]. Para além disso, uma vez que as condições contendo 5% e 10% de [P4444]Cl 
apresentam uma elipticidade molar mais negativa que a apresentada pela proteína na sua 
conformação nativa, possivelmente significa que estamos perante uma situação de re-
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enrolamento da IgG, e na qual a concentração de 5% de LI aparenta ter o maior efeito 
uma vez que apresenta o menor valor de elipticidade. 
Uma vez mais, as alterações do processo de extração contendo agora o LI [P4444]Cl na 
estrutura terciária da IgG foram também investigadas através da observação das 
alterações na fluorescência intrínseca da IgG a um comprimento de onda de excitação de 
280 nm. Na Figura 39 encontra-se representado o espetro de emissão de fluorescência 
normalizado e não normalizado para a IgG em PBS (na sua forma nativa e com o seu 
enrolamento correto), na fase rica em PEG após uma etapa de extração utilizando um 
SAB constituído por PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H2O e na fase rica em PEG após 
uma etapa de extração utilizando um SAB constituído por PEG 3350 + dextrano 500 kDa 
+ H2O + diferentes concentrações de [P4444]Cl. 
 
Figura 39 – Espetros de emissão de fluorescência na região compreendida entre 300 – 500 nm da IgG na 
sua forma nativa (em PBS) e na fase rica em PEG após a sua extração utilizando SAB constituídos por PEG 
+ dextrano + H2O e com diferentes concentrações de [Ch][Ac] como adjuvante: (A) Espetro de emissão de 
fluorescência normalizado de acordo com o comprimento de onda máximo; (B) Espetro de emissão de 




De acordo com os resultados obtidos na Figura 39 (A), em que é possível observar os 
espetros normalizados de emissão de fluorescência, verifica-se que não existem 
alterações consideráveis no comprimento de onda máximo nos diferentes espetros, exceto 
na condição contendo 1% de LI, em que se constata um ligeiro desvio do comprimento 
de onda de cerca de 334 nm (referente ao espetro da proteína na sua conformação nativa) 
para cerca de 339 nm, possivelmente resultado do estabelecimento de ligações de 
hidrogénio que originam esse desvio do espetro em 5 nm. Deste modo, é possível inferir 
que não ocorrem alterações drásticas de estrutura terciária com a utilização de 
concentrações mais elevadas de LI. No entanto, é possível denotar um comportamento 
extremamente interessante nos espetros de emissão de fluorescência não normalizados. 
A presença de 5% e 10% de LI no processo de extração promove o aumento da 
intensidade da fluorescência da IgG, que mesmo apresentando-se numa concentração 
inferior nestas situações (resultado do processo de extração, quer pela diluição causada 
pela partição da biomolécula pelas duas fases aquosas, quer pela perda de proteína por 
precipitação que foi visível macroscopicamente), resultou num valor de intensidade 
superior em ambos os casos que o obtido para a proteína em PBS. Deste modo, esta 
apresenta-se como uma evidência que permite corroborar e suportar os resultados 
referentes aos ensaios de DC nestas condições, sendo possível concluir que este LI 
aparenta induzir um re-enrolamento da proteína quando presente a uma concentração de, 
pelo menos, 5% no sistema de extração. No entanto, o efeito curioso induzido pela 
presença deste LI é um efeito que carece de um estudo mais aprofundado, nomeadamente 
através de métodos de simulação molecular, no sentido de esclarecer as interações e 
ligações que ocorrem entre o LI e o próprio anticorpo e que possam justificar os 
comportamentos díspares de precipitação/re-enrolamento do anticorpo verificados em 
simultâneo. Após uma análise integrada de todos os dados obtidos, foi possível concluir 
que o LI [Ch][Ac] demonstrou manter a estabilidade da estrutura em folha- da  IgG, 
induzindo contudo a perda de alguns elementos estruturais com o aumento da 
concentração de LI utilizado. Por sua vez, a utilização de concentrações mais elevadas de 
[P4444]Cl permitiu a ocorrência de um re-enrolamento da proteína com a utilização de pelo 
menos 5% de LI no sistema convencional polímero-polímero.  Posto tudo isto, e 
naturalmente dentro das limitações experimentais, concluiu-se que a técnica de DC 
suportada com os dados de espetroscopia de fluorescência permitiu obter informações 
extremamente relevantes no que concerne à estabilidade da IgG na presença de LIs e após 




Tendo em consideração o enorme potencial das linhas celulares obtidas a partir de 
células de óvario de hamster chinês para a produção de biofármacos terapêuticos, neste 
trabalho foi mantida com sucesso uma cultura celular CHO DP-12 num meio 25% 
DMEM/ 75% ProCHO™5 para a produção de anticorpos monoclonais IgG anti-IL-8. 
Através de estudos morfológicos foi caracterizada como sendo uma cultura de células 
aderentes, nas quais as células adquirem uma morfologia em forma de fibroblasto ao 
longo do tempo de cultura. No que concerne à sua proliferação, demonstrou-se a 
adaptação da cultura ao meio, sendo possível atingir elevadas produtividades após quatro 
passagens, tendo a concentração de anticorpos humanos anti-IL-8 produzidos variado 
entre 31 – 103 mg/L. 
Com o intuito de desenvolver novas plataformas de extração e purificação para 
anticorpos, e em particular para a IgG, neste trabalho foram testados dois tipos 
maioritários de SAB integrando LIs como adjuvantes na sua constituição: SAB do tipo 
polímero-sal e SAB do tipo polímero-polímero. Concluiu-se que nos SAB constituídos 
por PEG 3350 + fosfato pH 7 + H2O + LI, a adição de 1, 5 e 10% de LI favoreceu pouco 
a extração de IgG comparativamente com o sistema sem LI adicionado, pelo que estes 
sistemas não demonstram uma elevada potencialidade com vista à extração seletiva de 
IgG, devido à elevada dispersão da carga iónica dos LIs que não permite que estes sejam 
tão “fortes” a manipular a polaridade das fases coexistentes de um sistema contendo sais 
inorgânicos. Contrariamente, os sistemas compostos por PEG 3350 + dextrano 500 kDa 
+ H2O + LI demonstraram um grande potencial para a extração seletiva e purificação de 
IgG. Este tipo de sistema foi caracterizados através da determinação do diagrama de fases, 
TLs e TLLs. Os diferentes LIs estudados permitiram inferir acerca do efeito que o catião, 
o anião e a concentração do LI apresentam sobre o comportamento de partição da IgG 
nos sistemas. Deste modo, foi possível alcançar um rendimento de extração superior a 
97% utilizando um SAB constituído por PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H2O + 10% 
[Ch][Ac], e é importante salientar que os sistemas PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H2O 
+ 15% [C4mim]Br e PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H2O + 20% [C4mim]Br permitiram 
a extração completa da IgG numa única etapa. 
Após o processo de triagem dos SAB mais adequados para a extração de IgG, 
procedeu-se à sua utilização como plataformas para a purificação de IgG anti-IL-8 
diretamente a partir de sobrenadantes de culturas celulares CHO DP-12. Dos vários 
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sistemas estudados que permitiram a partição das proteínas em solução pelas duas fases 
aquosas coexistentes, o sistema constituído por PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H2O + 
20% [C4mim]Br permitiu a obtenção de resultados extremamente promissores, dado 
indicar uma partição seletiva entre a IgG e as impurezas proteicas para fases opostas.  De 
facto, a IgG foi extraída de uma matriz real e complexa com um rendimento de 
aproximadamente 82%, e com um nível de pureza de cerca de 64% em apenas uma etapa 
de extração. Mais ainda, provou-se a manutenção da integridade estrutural da proteína 
durante o processo de extração e na presença de LIs, embora seja de crucial relevância o 
estudo mais suportado e conclusivo do efeito especifico do [C4mim]Br na estrutura 
secundária/terciária da proteína. Embora não se tenha alcançado uma purificação 
completa da IgG num único passo de extração, no sistema destacado é claramente visível 
uma migração preferencial das impurezas proteicas para a fase inferior e uma retenção 
bastante elevada da IgG na fase superior. Deste modo, a purificação completa da IgG 
parece plausível através da aplicação de etapas consecutivas de separação, de maneira a 
remover completamente as impurezas da fase que contém o anticorpo de interesse. No 
entanto, torna-se fundamental a existência de algum trabalho futuro no sentido de 
comprovar esta possibilidade. 
Assim sendo, pela primeira vez foi estudada e aplicada com sucesso a utilização de 
LIs como adjuvantes em SAB polímero-polímero como plataformas de purificação de 
IgG a partir de sobrenadantes de culturas celulares. Deste modo, é possível concluir que, 
neste trabalho, foi desenvolvida uma nova plataforma mais benígna, eficiente e com baixo 
custo associado para a purificação de IgG diretamente a partir de sobrenadantes de 
culturas celulares CHO, capaz de ser adotada pela indústria farmacêutica através da 
utilização de equipamentos de cromatografia de contra corrente (CCC) ou de 





3.8. Trabalho futuro 
Futuramente, deverão ser investigadas as eventuais interações entre o LI [P4444]Cl e a 
IgG, de maneira a ser percetível o mecanismo molecular que leva ao “desaparecimento” 
da proteína nos sistemas em que é utilizado como adjuvante, nomeadamente através de 
estudos de espetroscopia ou simulação molecular. Mais ainda, seria relevante confirmar 
o seu efeito de re-enrolamento da proteína (conclusão retirada a partir dos dados de DC e 
espetroscopia de fluorescência) e perceber o mecanismo e as condições nas quais esse 
fenómero acontece. 
Relativamente à extração e purificação de IgG, futuramente deverão ser efetuados 
estudos complementares no sentido de verificar a capacidade do sistema constituído por 
PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H2O + 20% [C4mim]Br para purificar IgG através de 
várias etapas sucessivas de extração. Para além disso, devem ser conduzidos estudos 
relativos à manutenção/alteração da estrutura secundária e terciária da proteína neste 
sistema de extração, nomeadamente por FTIR e espetroscopia de fluorescência, 
respetivamente. É também relevante determinar a atividade específica do anticorpo anti-
IL-8 após a etapa de extração através de técnicas de ELISA. Não obstante, devem também 
ser conduzidas investigações no sentido de provar o scale-up deste sistema, 
nomeadamente através da utilização de CPC, advindo daí a vantagem adicional de ser 
possível aumentar ainda mais o nível de pureza da IgG numa única corrida. Também será 
conveniente estudar a possibilidade de reciclar o SAB utilizado, visando a redução dos 
custos aliado ao desenvolvimento de uma técnica mais sustentável. 
Para além disso, alguns dos SAB estudados neste trabalho devem ser estudados 
novamente, de forma a tentar potenciar a sua utilização como plataformas de 
extração/purificação através da introdução de alguns ajustes na sua composição, 
nomeadamente com a adição de outras concentrações de LIs como adjuvantes, ou 
utilizando diferentes concentrações de PEG/dextrano. 
No futuro, dever-se-á explorar a utilização de LIs mais benignos, biocompatíveis e 
provenientes de fontes renováveis, tais como os derivados de aminoácidos (como a 
betaína e a glicina) e de hidratos de carbono, introduzidos nos SAB como adjuvantes ou 
mesmo como componentes formadores de fases. 
Finalmente, o SAB que se destacou neste trabalho pode também ser recomendado para 
a extração e purificação de outros biofármacos, nomeadamente para ácidos nucleicos ou 
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Anexo A: Lista de anticorpos monoclonais terapêuticos. 
 
 
Tabela A. 1 – Anticorpos monoclonais terapêuticos aprovados ou em revisão pela US Food and Drug 


































Necitumumab Pendente EGFR 
IgG1 
Humana 

































Ramucirumab Cyramza VEGFR2 
IgG1 
Humana 







doença de Crohn 
2014 
























Infeção por Anthrax 2012 
Pertuzumab Perjeta HER2 
IgG1 
Humanizada 

























Denosumab Prolia RANK-L 
IgG2 
Humana 







Artrite reumatoide 2010 












Golimumab Simponi TNF 
IgG1 
Humana 














Doença de Crohn 2008 




Ascites malignas NA 












Panitumumab Vectibix EGFR 
IgG2 
Humana 
Cancro colo-retal 2006 
Natalizumab Tysabri Integrina a4 
IgG4 
Humanizada 
Esclerose múltipla 2004 
Bevacizumab Avastin VEGF 
IgG1 
Humanizada 
Cancro colo-retal 2004 
Cetuximab Erbitux EGFR 
IgG1 
quimérica 
Cancro colo-retal 2004 
Efalizumab Raptiva CD11a 
IgG1 
Humanizada 
Psoríase 2003 # 
















Adalimumab Humira TNF 
IgG1 
Humana 





















Trastuzumab Herceptin HER2 
IgG1 
Humanizada 
Cancro da mama 1998 
Infliximab Remicade TNF 
IgG1 
quimérica 
Doença de Crohn 1998 
Palivizumab Synagis RSV 
IgG1 
Humanizada 





















transplantes de rim 























CD3 IgG2a de rato 
Reversão da rejeição 




# - Retirados ou com comercialização descontinuada pela primeira indicação aprovada; 





Anexo B: Curva de calibração para quantificação de IgG por cromatografia de 
afinidade com Proteína G. 
 
Para cada ensaio de quantificação de IgG por cromatografia de afinidade utilizando 
Proteína G, uma curva de calibração foi preparada utilizando IgG Gammanorm como 
proteína padrão, em concentrações a variar entre os 0,2 mg/L e os 20 mg/L. Apesar de ser 
preparada uma nova e fresca curva de calibração para a análise de cada conjunto de 
amostras, na Figura B.1 encontra-se representada um exemplo de uma curva de calibração 
tipicamente obtida para a quantificação de IgG. Esta representa a concentração de IgG, 
[IgG], expressa em mg/L em função da área do pico do cromatograma correspondente à 
IgG, expressa em mAU*min. 
 
 
Figura B. 1 – Exemplo de uma curva de calibração tipicamente utilizada para a quantificação de IgG por 
cromatografia de afinidade com Proteína G, obtida através de soluções stock de IgG Gammanorm com 
concentrações compreendidas entre 0,2 mg/L e 20 mg/L.  
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Anexo C: Curva de calibração para quantificação de aniões CL- através de elétrodo 
seletivo de cloretos. 
 
Para cada ensaio de quantificação de LIs por quantificação do anião Cl- por elétrodo 
seletivo de cloretos, uma curva de calibração foi preparada utilizando KCl como padrão, 
em concentrações a variar entre os 0,1 mmol/L e os 100 mmol/L. Apesar de ser preparada 
uma nova e fresca curva de calibração para a análise de cada conjunto de amostras, na 
Figura C.1 encontra-se representada um exemplo de uma curva de calibração tipicamente 
obtida para a quantificação de cloretos. Esta representa a diferença de potencial, U, 
expressa em mV em função da concentração de Cl- expressa em mmol/L. 
 
 
Figura C. 1 – Exemplo de uma curva de calibração tipicamente utilizada para a quantificação de LIs por 
quantificação do anião Cl- através de elétrodo seletivo de cloretos, obtida através de uma solução stock de 




Anexo D: Curva de calibração para quantificação das proteínas totais pelo método 
de Bradford. 
 
Para cada ensaio de quantificação das proteínas totais pelo método de Bradford, uma 
curva de calibração foi preparada utilizando BSA como padrão, em concentrações a variar 
entre os 5 mg/L e os 400 mg/L. Apesar de ser preparada uma nova e fresca curva de 
calibração para a análise de cada conjunto de amostras, na Figura D.1 encontra-se 
representada um exemplo de uma curva de calibração tipicamente obtida para a 
quantificação das proteínas totais. Esta representa a concentração da BSA, [BSA], 
expressa em mg/L, em função da absorvância a um comprimento de onda de 595 nm, 
expressa em unidades de absorvância (UA). 
 
 
Figura D. 1 – Exemplo de uma curva de calibração tipicamente utilizada para a quantificação das proteínas 
totais pelo método de Bradford, obtida com a BSA como padrão e com concentrações compreendidas entre 




Anexo E: Curvas binodais experimentais 
 
As frações mássicas do diagrama de fases do sistema composto por PEG 3350 + 
dextrano 500 kDa + H2O encontram-se listados na Tabela E.1. 
 
Tabela E. 1 – Dados experimentais das frações mássicas para o sistema constituído por PEG 3350 (1) + 
dextrano 500 kDa (2) + H2O (3) a 25 ºC (± 1 ºC), à pressão atmosférica e ao pH do sistema. 
 
 
% (m/m) 1 % (m/m) 2 % (m/m) 3 % (m/m) 1 % (m/m) 2 % (m/m) 3 
10,4745 0,6808 88,8447 6,7963 4,2348 88,9689 
8,1115 1,1045 90,7840 6,7822 3,9927 89,2251 
7,6084 2,0643 90,3273 6,7419 4,1040 89,1541 
7,5826 1,7642 90,6532 6,7374 4,2484 89,0142 
7,5289 1,8281 90,6430 6,6656 4,3785 88,9559 
7,5231 1,8902 90,5867 6,5830 4,5339 88,8831 
7,5202 1,9598 90,5200 6,5203 4,6941 88,7856 
7,4584 2,0149 90,5268 6,4852 4,8920 88,6228 
7,4578 2,0573 90,4849 6,4258 5,0801 88,4941 
7,4555 2,1252 90,4192 6,3457 5,3002 88,3540 
7,4309 2,2016 90,3675 6,2741 5,5169 88,2091 
7,3985 2,2544 90,3471 6,2245 5,7488 88,0267 
7,3520 2,3280 90,3200 6,1157 6,1475 87,7368 
7,3269 2,3820 90,2911 6,0849 5,9921 87,9230 
7,3025 2,4502 90,2474 5,9954 6,3136 87,6910 
7,3006 2,5178 90,1816 5,9580 6,7165 87,3255 
7,2155 2,5768 90,2078 5,8089 7,0436 87,1475 
7,2154 2,6301 90,1545 5,6593 7,3540 86,9867 
7,2056 2,6881 90,1064 5,6407 7,4335 86,9257 
7,1763 2,7321 90,0916 5,4872 7,8060 86,7068 
7,1715 2,7945 90,0341 5,4729 7,8502 86,6769 
7,1493 2,8503 90,0003 5,3684 8,2916 86,3400 
7,1415 2,9035 89,9550 5,3102 8,2704 86,4194 
7,1153 2,9603 89,9244 5,1787 8,8333 85,9879 
7,1128 3,0218 89,8653 5,0977 8,8574 86,0449 
7,1066 3,1087 89,7847 4,9985 9,5192 85,4823 
7,0740 3,1823 89,7437 4,8936 9,4456 85,6609 
7,0279 3,2507 89,7215 4,8065 10,2910 84,9025 
6,9946 3,3267 89,6787 4,5479 10,4751 84,9770 
6,9747 3,4216 89,6036 4,5081 11,0908 84,4011 
6,9403 3,5007 89,5591 4,1995 12,1620 83,6386 
6,8840 3,5788 89,5371 3,8950 13,7756 82,3294 
6,8802 3,6861 89,4336 3,5827 16,0277 80,3897 
6,8700 3,7946 89,3354 3,0366 18,6363 78,3271 
6,8266 3,8870 89,2865    
 
